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a n d f r e q u e n c y o f o c c u r r e n c e t h a t a r e s i g n i f i c a n t t o h u m a n h e a l t h r i s k , a n d t h e s t r e n g t h o f t h e
o p p o r t u n i t y t o r e d u c e h e a l t h r i s k t h r o u gh r e g u l a t i o n
3T h e 19 9 6 SD WA a m e n dm e n t s a l s o e s t a b l i s h e d t h e c r e a t i o n o f t h e N a t i o n a l C o n t a m i n a n t
O c c u r r e n c e D a t a b a s e (N C O D ) T h e p u r p o s e o f t h i s d a t a b a s e i s t h r e e - f o l d : (1 ) t o r e p o r t t h e
o c c u r r e n c e o f r e g u l a t e d a n d u n r e g u l a t e d c o n t a m i n a n t s , (2 ) t o s e r v e a s a r e s o u r c e i n t h e
d e v e l o pm e n t o f t h e C C L l i s t , a n d (3 ) t o a i d t h e r e g u l a t o r y d e t e r m i n a t i o n s m a d e b y t h e
A dm i n i s t r a t o r .
1 , 3 - d i c h l o r o pr o p a n e (1 , 3 - D C P ) , 2 , 2 - d i c h l o r o p r o p a n e (2 , 2 - D C P ) a n d 1 , 1 - d i c h l o r o p r o p a n e
(1 , 1- D C P e ) a r e a l l o n t h e f i n a l C C L p u b l i s h e d i n 1 9 9 8 . B e c a u s e t h e o c c u r r e n c e o f t h e s e
c h e m i c a l s w a s w e l l k n o w n , 1 , 3 - D C P a n d 1 , 1 - D C P e w e r e d e e m e d p r i o r i t i e s f o r h e a l t h r e s e a r c h .
2 , 2 - D C P w a s c a t e g o ri z e d a s a p ri o ri t y f o r r e g u l a t o r y d e t e r m i n a t i o n , a l o n g w i t h 1 , 3 -
d i c h l o r o p r o p e n e ( 1 , 3 - D C P e ) , a k n o w n r o d e n t c a r c i n o g e n
O c c u r r e n c e o f 1
,
3 - D C P
,
2
,
2 - D C P
,
1
,
1- D C P e
,
a n d 1
,
3 - D C P e
T h e o c c u r r e n c e o f 1
,
3 - D C P
,
2
,
2 - D C P
,
1
,
1 - D C P e
,
a n d 1
, 3 - D C P e i n s o u r c e w a t e r s h a s
b e e n r e p o rt e d a n d i s r e c o r d e d i n t he N CO D f o r t h e y e a r s 19 9 2 - 19 9 7 . So u r c e w a t e r s a r e
i m p o rt a n t t o d ri n k i n g w a t e r r e g u l a t i o n b e c a u s e t h e y i n c l u d e u n t r e a t e d g r o u n d a n d s u r f a c e w a t e r s ,
s u c h a s s t r e a m s , l a k e s , ri v e r s a n d a q u i f e r s , t h a t a r e u s e d t o s u p p l y t h e f i n i s h e d d r i n k i n g w a t e r a s
w e l l a s p ri v a t e w e l l s . T h u s , n o t o n l y w e r e m o n i t o ri n g d a t a f o r e a c h o f t h e s e u n r e g u l a t e d
c o n t a m i n a n t s u s e f u l i n p l a c i n g t h e m o n t h e C C L , t h e y c o n t i n u e t o b e i m p o rt a n t f o r a s s e s s i n g t h e
p o t e n t i a l p u b l i c h e a l t h r i s k
A c c o r d i n g t o a n a l y s i s o f p u b l i c w a t e r s u p p l i e s , 1 , 1 - D C P e a n d 1 , 3 - D C P h a v e b e e n
d e t e c t e d i n 1 3 o f 4 4 a n d 13 o f 4 3 d i f f e r e n t s t a t e s o r t e r ri t o r i e s
,
r e s p e c t i v e l y ; 2 , 2 - D C P a n d 1 , 3 -
D C P e h a v e b e e n d e t e c t e d i n 14 o f 3 7 a n d 14 o f 4 3 . T h e d e t e c t i o n r a n g e i s q u i t e w i d e f o r t h e s e
F i g u r e 1 D e t e c t i o n R a n g e f o r C C L C h e m i c a l s
1
,
0 0 0
,
0 0 0 0 0 0 0
1 0 0
,
0 0 0 0 0 0 0
1 0 , 0 0 0 0 0 0 0
1
,
0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0
0 1 0 0 0
0 0 1 0 0
0 0 0 1 0
0 0 0 0 1
1
,
1 - C F te 1
,
3 X P 1
,
3 - )C F6 2
,
2 X P
C h e m ic a l
c h e m i c a l s a n d i s s h o w n i n F i g u r e 1 F o r 1 , 1 - D C P e , d e t e c t e d l e v e l s r a n g e f r o m 0 0 0 0 1 |i g / l t o
10 0
,
0 0 0 |i g / l , w i t h a n a v e r a g e o f 3 2 2 |i g / l F o r 1 , 3 - D C P a n d 1 , 3 - D C P e , t h e r a n g e i s f r o m 0 0 0 0 5
|i g/ l t o 10 0 , 0 0 0 |i g/ l , a n d t h e a v e r a g e l e v e l s a r e 6 4 4 ^ g / l a n d 2 0 2 |i g / l , r e s p e c t i v e l y T h e r a n g e i s
s m a l l e r f o r 2 , 2 - D C P . T h e m i n im u m l e v e l o f d e t e c t i o n i s 0 . 0 0 5 |j g / l w h i l e t h e m a x i m u m
r e c o r d e d l e v e l i s 6 1 |a g/ l , w i t h a n a v e r a g e o f 2 . 3 |i g/ l A p p r o x i m a t e l y 1 5 , 0 0 0 - 2 5 , 0 0 0 p u b U c
w a t e r s u p p l y s a m p l e s h a v e b e e n a n a l y z e d f o r 1 , 3 - D C P , 2 , 2 - D C P , 1 , 1 - D C P e , a n d 1 , 3 - D C P e
F e w e r t h a n 1% o f s a m p l e s a n a l y z e d c o n t a i n e d t h e D C P o f i n t e r e s t . F i n a l l y , i t i s i m p o r t a n t t o
n o t e t h a t 7 5% o f t h e d e t e c t i o n s o f t h e s e c h e m i c a l s w e r e f r o m g r o u n d w a t e r s a m p l e s ; t h e o t h e r
2 5% o f d e t e c t i o n s w e r e f r o m s u r f a c e w a t e r s a m p l e s
I n t r o d u c t i o n o f 1 , 3 - D C P , 2 , 2 - D C P , 1 , 1 - D C P e , a n d 1, 3 - D C P e t o t h e e n v i r o n m e n t
I t i s u n c l e a r h o w 1 , 3 - D C P , 2 , 2 - D CP , a n d 1 , 1 - D C P e a r e r e l e a s e d i n t o t h e e n v i r o n m e n t .
H o w e v e r
,
a l l t h r e e a r e w i d e l y u s e d a s s o l v e n t s i n d i f f e r e n t i n d u s t r i e s a n d a r e f o u n d i n t r a c e
5a m o u n t s i n s o i l f u m i g a n t s s u c h a s T e l o n e H
® 1
,
3 - D CP h a s b e e n u s e d a s a s o i l f u m i g a n t a n d i s
a n i n t e r m e d i a t e f o r m e d i n t h e p r o d u c t i o n o f c a r b o n t e t r a c h l o r i d e a n d t e t r a c h l o e t h y l e n e (3 0 ) T h e
p r e s e n c e o f t h e s e c h e m i c a l s i n s o u r c e w a t e r s r e p r e s e n t s a p o t e n t i a l h a z a r d t o h u m a n h e a l t h
b e c a u s e d r i n k i n g w a t e r i s g e n e r a l l y c o n t a m i n a t e d a t o n e o f t h r e e p o i n t s : d i r e c t c o n t a m i n a t i o n o f
r a w o r s o u r c e w a t e r s
,
c o n t am i n a t i o n d u r i n g t r e a tm e n t ( i e d i s i n f e c t i o n b y p r o d u c t s ) , a n d
c o n t a m i n a t i o n d u r i n g d i s t r i b u t i o n o f t h e f i n i s h e d d r i n k i n g w a t e r I f t h e s e D C P s a r e a h u m a n
h e a l t h h a z a r d , t h e i r p r e s e n c e i n p u b l i c gr o u n d a n d s u r f a c e w a t e r s m a y b e a s o u r c e o f d r i n k i n g
w a t e r c o n t a m i n a ti o n t h a t r e q u i r e s r e g u l a t o r y a c t i o n ( 2 6 ) .
S t r u c t u r e o f 1
,
3 - D C P
,
2
,
2 - D C P
,
1
,
1 - D C P e
,
a n d 1
,
3 - D C P e
T h e s t r u c t u r a l s i m i l a r i t y o f t h e s e c h e m i c a l s t o o n e a n o t h e r a n d , i n p a r t i c u l a r , t o 1 , 3 - D C P e
(a r a t c a r c i n o g e n a n d p r o b a b l e h u m a n c a r c i n o g e n ) i s p a r t o f t h e r a t i o n a l e b e h i n d d e e m i n g t h e m a
h i g h p r i o r i t y f o r h e a l t h e f f e c t s r e s e a r c h T h e s t r u c t u r e s a r e s h o w n i n F i g u r e 2 A 19 94 s t u d y
r e p o r t e d c o r r e l a t i o n s b e t w e e n t h e s t r u c t u r e a n d t o x i c i t y o f c h l o r i n a t e d a l k a n e s b a s e d o n t r e n d s i n
t o x i c i t y t o a q u a t i c o r g a n i s m s ( 11 ) 2 , 2 - D i c h l o r o p r o p a n e a n d 1 , 3 - d i c h l o r o p r o p a n e w e r e i n c l u d e d
i n t h a t e c o l o g i c a l s t u d y a n d w e r e f o u n d t o b e o f l o w t o m o de r a t e t o x i c i t y i n e a c h o f t h e s y s t e m s
u s e d . I n g e n e r a l , t h e s t u d y r e p o r t e d t h a t t o x i c i t y i n c r e a s e d w i t h t h e n u m b e r o f c h l o ri n e
s u b s t i t u e n t s a n d i n c r e a s e d w i t h t h e p l a c e m e n t o f t h e s e s u b s t i t u e n t s o n o n e c a r b o n
T o x i c i t y o f D i c h l o r o p r o p a n e s a n d D i c h l o r o p r o p e n e s
T h e r e h a v e b e e n f e w t o x i c o l o g i c s t u d i e s o f 1 , 3 - D C P , 2 , 2 - D C P , a n d 1 , 1 - D C P e . L i m i t e d
d a t a w e r e f o u n d f o r t h e t o x i c o l o g y o f 1 , 3 - D C P i n a n i m a l s , n o a n i m a l d a t a w e r e f o u n d f o r 2 , 2
-
6D C P o r 1 , 1 - D C P e , n o r h a s h u m a n t o x i c i t y e v e r b e e n r e p o r t e d f o r a n y o f t h e c o m p o u n d s (S e e
T a b l e 1 f o r s u m m a r y ) H o w e v e r , 1 , 3 - D C P h a s b e e n s t u di e d i n s e v e r a l d i f f e r e n t s y s t e m s , b o t h i n
v i t r o a n d i n v i v o . T h e e a r l i e s t r e p o r t t h a t 1 , 3
- D C P c a n r e v e r t S a l m o n e l l a s t r a i n T A I OO i s m o s t
l i k e l y i n a c c u r a t e (3 6 ) F i r s t , t h e r e w a s n o c o n f i r m a t i o n t h a t t h e c o l o n i e s t h a t w e r e c o u n t e d w e r e ,
i n f a c t , r e v e r t a n t s I t i s l i k e l y t h a t t h e r e v e r t a n t s c o u n t e d i n t h a t s t u d y w e r e n o t t r u e r e v e rt a n t s
b u t
,
r a t h e r
,
w e r e s u r v i v o r s T h e r e a s o n f o r t h i n k i n g t h i s i s t h a t t h e a u t h o r s r e p o r t e d t h a t t h e d o s e s
a t w h i c h r e v e r t a n t s w e r e c o u n t e d , r e s u l t e d i n p a r t i a l t o x i c i t y o r c o m p l e t e i n h i b i t i o n o f g r o w t h a s
i n d i c a t e d b y a t h i n n i n g o f t h e b a c t e ri a l l a w n S e c o n d , a l a t e r s t u d y r e p o r t e d t h a t 1 , 3 - D C P w a s
F i g u r e 2 . S t r u c t u r e o f C C L c h e m i c a l s
N a m e S t r u c t u r e
1
,
3 - d i c h l o r o p r o p a n e
2
,
2 - d i c h l o r o p r o p a n e
C I / C IX
1
,
1 - d i c h l o r o p r o p e n e
1 , 3 - d i c h l o r o p r o p e n e ^ ,J '^N J
^ '
n o t m u t a g e n i c i n S a lm o n e l l a s t r a i n T A 10 0 , n o r w a s i t m u t a g e n i c i n s t r a i n s T A 15 3 7 , T A 15 3 8 , o r
T A 9 8 , a y e a s t a s s a y , n o r t h e R L 4 c h r o m o s o m e t e s t a s s a y (3 ) . O n t h e o t h e r h a n d , t h i s s a m e s t u d y
d i d f i n d t h a t 1 , 3 - D C P w a s m u t a g e n i c i n S a lm o n e l l a s t r a i n T A 1 5 3 5 , b u t o n l y i n t h e p r e s e n c e o f
S 9 . F i n a l l y , i n D r o s o p h i l a m e l a n o g a s t e r , 1 , 3 - D C P w a s t e s t e d f o r i t s a b i l i t y t o b e a c t i v a t e d b y
c y t o c h r o m e P 4 5 0 . T h e a u t h o r s r e p o r t e d t h a t 1 , 3 - D C P w a s n e g a t i v e i n t h e s o m a t i c w / w + a s s a y
(30 ) . O v e r a l l , t h e s e a s s a y s s u g g e s t t h a t 1 , 3 - D C P i s n o t g e n o t o x i c , f o r t h e m o s t p a r t , b u t t h a t i t i s
c a p a b l e o f c a u s i n g a l o w - l e v e l o f f r a m e s h i f t m u t a t i o n s t h a t c a n r e v e r t Sa lm o n e l l a s t r a i n T A 15 3 5
T a b l e 1
T o x i c o l o gy o f C C L C h e m i c a l s
T e s t S y s t e m 1 , 3 - D C P 2 , 2 - D C P 1 , 1 - D C P e 1 , 3 - D C P e
E c o l o g i c a l
M u t a g e n e s i s
L o w t o x i c i t y
t o a q u a t i c
o r g a n i s m s
^ '
+ T A 15 3 5 ; n e g .
i n o t h e r s
' *
M a m m a l i a n C e l l w e a k s t r a n d
C u l t u r e b r e a k s (M N ,
c o m e t s ^ ^ S C E ^ ^ )
L o w t o x i c i t y
t o a q u a t i c
o r g a n i s m s
^ ^
N T
N T
R o d e n t
H u m a n s
R a t g a v a g e -
k i n d n e y / l i v e r
t o x i c i t y
' ' ^
N T
N T
N T
N T
N T
N T
N T
N T
N T
- 1- T A I OO
+ c o m e t s i n
v i v o ^ ' & i n v i t r o
2
^ n e g M N
' 2
- I- r a t /m o u s e
c a r c i n o g e n
^ '
'
^ ^
'
^ ^
N T
M N = m i c r o n u c l e u s ; S C E = s i s t e r c h r o m a t i d e x c h a n g e ; N T = n o t t e s t e d
s u p e r s c r i p t s i n di c a t e r e f e r e n c e
T w o d i f f e r e n t s t u d i e s o f t h e g e n o t o x i c i t y o f 1 , 3 - D C P i n c u l t u r e d c e l l - l i n e s w e r e f o u n d .
8O n e s t u d y t r e a t e d h u m a n l y m p h o c y t e s w i t h 1 , 3 - D C P i n v i t r o , a n d r e p o r t e d l o w - l e v e l m u t a g e n i c
e f f e c t s i n t h e m i c r o n u c l e u s a s s a y w i t h o u t a d o s e - r e s p o n s e U s i n g t h e c o m e t a s s a y , t h e a u t h o r s
s h o w e d t h a t 1 , 3 - D C P i s c a p a b l e o f c a u s i n g s t r a n d b r e a k s (3 9 ) . A n o t h e r s t u d y r e p o r t e d t h a t 1 , 3 -
D C P c o u l d i n d u c e l o w - l e v e l (l e s s t h a n 2 - f o l d o v e r s p o n t a n e o u s ) s i s t e r c hr o m a t i d e x c h a n g e i n
V 7 9 c e l l s t r e a t e d a t a r a n g e o f 1 0 . 0 mM (4 8 ) T h e p r e s e n c e o f S 9 d i d n o t h a v e a n e f f e c t o n
g e n o t o x i c i t y .
I n t h e o n l y a n i m a l s t u d y , S p r a g u e - D a w l e y r a t s w e r e t r e a t e d b y g a v a g e w i t h 1 , 3 - D CP f o r
1 4 o r 9 0 - d a y s (4 1 ) . R a t s i n t h e 14 - d a y s t u d y w h o w e r e t r e a t e d w i t h 1 80 0 m g / k g / d a y o f 1 , 3 - D C P
a l l d i e d . T h e 14 - d a y 2 0 0 a n d 6 0 0 m g / k g / d a y d o s e - gr o u p s s h o w e d n o a p p r e c i a b l e d i f f e r e n c e s
f r o m c o n t r o l a n i m a l s . I n t h e 9 0 - d a y s t u d y , a n i m a l s t r e a t e d w i t h 20 0 a n d 8 0 0 m g / k g / d a y
e x h i b i t e d i n c r e a s e d l i v e r a n d k i d n e y w e i g h t ; i n c r e a s e d l i v e r w e i g h t w a s a l s o s e e n i n f e m a l e r a t s
t r e a t e d w i t h 5 0 m g / k g / d a y . R a t s t r e a t e d w i t h 20 0 m g/ k g /d a y a l s o s h o w e d c h r o n i c p r o g r e s s i v e
n e u r o p a t h y a n d c e n t r i l o b u l a r h e p a t o c e l l u l a r h y p e r t r o p h y
1
,
3 - D i c h l o r o p r o p e n e - a m o d e l C C L c o m p o u n d
1
,
3 - D i c h l o r o p r o p e n e (1 , 3 - D C P e ) i s a s o i l f u m i g a n t a n d n e m o t o d e k i l l e r u s e d w i d e l y i n
a g r i c u l t u r e I t i s a c o m p o n e n t o f c o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e f u m i g a n t s s u c h a s T e l o n e n
®
,
D - D
,
D i -
T r a p e x , a n d V o r l e x . T h e r e s u l t s o f s e v e r a l i n v iv o a n d in v i t r o m u t a g e n i c i t y a n d g e n o t o x i c i t y
t e s t s h a v e v a r i e d , a n d t h e r e i s n o d i r e c t e v i d e n c e f o r c a r c i n o g e n i c i t y i n h u m a n s H o w e v e r , u n d e r
E P A g u i d e l i n e s ,
"
t h e w e i g h t o f e v i d e n c e
"
s u g g e s t s t h a t 1 , 3
- D C P e i s l i k e l y t o b e a h u m a n
c a r c i n o g e n . T h u s , i t i s l i s t e d a s a c l a s s B 2 , p r o b a b l e h u m a n c a r c i n o g e n (4 7 ) .
R o d e n t b i o a s s a y s h a v e s h o w n t h a t 1 , 3 - D C P e i s c a r c i n o g e n i c i n r a t s a n d m i c e . I n a 1 9 8 5
9N T P s t u d y , f i f t y - t w o F 34 4 r a t s o f e a c h s e x w e r e g a v a g e d w i t h T e l o n e n
® 3 t im e s / w e e k f o r 2
y e a r s a t d o s e s o f 0 , 2 5 , a n d 5 0 m g/ k g i n c o m o i l . A t t h e h i gh e s t d o s e , f o r e s t o m a c h t u m o r s w e r e
o b s e r v e d i n b o t h m a l e s a n d f e m a l e s w i t h o u t a n i n c r e a s e i n m o r t a l i t y (2 8 ) T h i s s a m e s t u d y a l s o
g a v a g e d f i f t y B 6 C 3F 1 m i c e o f e a c h s e x w i t h 0 , 50 , a n d 10 0 m g / k g 1 , 3 - D C P e i n c o m o i l 3 -
t i m e s / w e e k f o r 2 - y e a r s . I n c r e a s e d i n c i d e n c e o f f o r e s t o m a c h , u r i n a r y b l a d d e r , a n d l u n g t u m o r s
w e r e o b s e r v e d i n b o t h s e x e s . A n o t h e r s t u d y r e p o r t e d o n t h e a n a l o g o u s f e e d i n g s t u di e s i n w h i c h
F i s c h e r 3 4 4 r a t s a n d B 6 C 3F 1 m i c e w e r e f e d T e l o n e H ® i n t h e i r d i e t s a t 0 , 2 . 5 , 1 2 5 , o r 2 5
m g / k g / d a y a n d 0 , 2 5 , 2 5 o r 5 0 m g / k g/ d a y , r e s p e c t i v e l y (3 7 ) . I n t h i s s t u d y , t h e i n c i d e n c e o f
h e p a t o c e l l u l a r c a r c i n o m a s w a s i n c r e a s e d i n r a t s a t th e h i g h d o s e , a l t h o u gh i t w a s n o t s t a t i s t i c a l l y
s i g n i f i c a n t a m o n g t h e f e m a l e r a t s . I n t h e m o u s e s t u d y , t h e r e w e r e n o i n c r e a s e s i n t u m o r
i n c i d e n c e (3 7 ) . A n i n h a l a t i o n s t u d y i n r a t s a n d m i c e s h o w e d n o i n c r e a s e i n t u m o r s i n t h e r a t s
a f t e r 2 y e a r s ; i n m a l e m i c e , t h e r e w a s a n i n c r e a s e i n b r o n c h i o a l v e o l a r a d e n o m a s i n t h e h i g h -
e x p o s u r e g r o u p (6 0 p p m ) a f t e r t w o y e a r s ( 2 1 ) .
T h e r e s u l t s o f i n v i t r o a n d i n v i v o g e n o t o x i c i t y a s s a y s h a v e v a r i e d , a n d r e v i e w o f t h e
l i t e r a t u r e
'
s h i s t o r y l e n d s i n s i g h t t o t h e m e c h a n i s t i c b a s i s f o r 1 , 3 - D C P e - i n d u c e d g e n o t o x i c i t y . I n
Sa lm o n e l l a
,
f o r e x a m p l e , e a r l y s t u d i e s s h o w e d t h a t 1 , 3
- D C P e w a s m u t a g e n i c (1 4 , 2 1 , 3 8 ) .
H o w e v e r
,
l a t e r s t u d i e s s h o w e d t h a t t h e s e p o s i t i v e r e s u l t s w e r e d u e t o t r a c e i m p u r i t i e s i n t h e
c h e m i c a l , n o t t o p u r e 1 , 3 - D C P e (2 8 , 4 0 ) . A n o t h e r s t u d y s h o w e d t h a t p u r e 1 , 3 - D C P e c a n b e
a c t i v a t e d t o a p o i n t - m u t a g e n b y t h e a d d i t i o n o f S9 (5 0 ) . H o w e v e r , t h i s p r e s u m e d m e t a b o l i t e w a s
n o l o n g e r m u t a g e n i c w h e n g l u t a t h i o n e w a s a d d e d t o t h e s y s t e m . 1 , 3 - D C P e p o x i d e w a s r e p o r t e d
t o b e a d e t e c t i b l e m e t a b o l i t e i n m o u s e l i v e r a f t e r L D 50 d o s e s w e r e g i v e n a n d c o u l d r e v e r t
S a l m o n e l l a T A I OO (34 ) . A g a i n , t h e a d d i t i o n o f g l u t a t h i o n e p r e v e n t e d t h i s m u t a g e n i c a c t i v i t y .
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T h e g e n o t o x i c i t y o f 1 , 3 - d i c h l o r o p r o p e n e h a s a l s o b e e n e v a l u a t e d i n v a ri o u s m a mm a l i a n
c e l l s y s t e m s . W h e n t e s t e d f o r i n d u c ti o n o f m i c r o n u c l e i i n m o u s e c e l l s , t h e r e s u l t s w e r e n e g a t i v e
H o w e v e r , i n t h e i n v i v o c o m e t a s s a y i n m i c e , p o s i t i v e r e s u l t s w e r e s e e n a s e v i d e n c e f o r
c l a s t o g e n i c i t y i n t h e s t o m a c h , l i v e r , k i dn e y , b l a d d e r , l u n g , b r a i n , a n d b o n e m a r r o w (3 3 )
S h o r t - t e r m M u t a g e n i c i t y T e s t s
Wh e n a s s e s s i n g t h e g e n o t o x i c i t y o f e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s , a b a t t e r y o f i n v i t r o t e s t s c a n
b e e m p l o y e d t o h e l p d e t e r m i n e t h e p o t e n t i a l m o d e - o f - a c t i o n f o r a c h e m i c a l a n d t h e d i r e c t i o n t h a t
f u t u r e s t u d i e s s h o u l d t a k e . T h e s e s h o r t - t e r m t e s t s f o r g e n o t o x i c i t y a r e b a s e d o n t h e p r e m i s e t h a t
t h e a b i l i t y t o c a u s e D N A d a m a g e a n d/ o r m u t a t i o n c o r r e l a t e s d i r e c t l y w i t h c a r c i n o g e n i c i t y , a n i d e a
t h a t w i l l b e d i s c u s s e d f u r t h e r b e l o w . G e n e r a l l y , a c o m b i n a t i o n o f s h o r t - t e r m m u t a g e n i c i t y t e s t s
i n m i c r o b i a l s y s t e m s a n d t e s t s f o r c h r o m o s o m a l a b e r r a t i o n s i n e u k a r y o t i c a s s a y s y s t e m s a r e
c o n s i d e r e d s u f f i c i e n t t o d e t e r m i n e i f a c h e m i c a l i s a n i n v i t r o m u t a g e n a n d c a n d e t e c t m o s t i n
v i v o m u t a ge n s ( 19 , 4 9 )
T h e m o s t c o m m o n l y u s e d m i c r o b i a l t e s t f o r m u t a g e n i c i t y i s t h e S a l m o n e l l a p l a t e -
i n c o r p o r a t i o n a s s a y A l i q u i d s u s p e n s i o n f l u c t u a t i o n p r o c e d u r e a l s o u t i l i z i n g S a l m o n e l l a i s
s o m e t i m e s u s e d
,
a s a r e t h e p r o p h a g e
- i n d u c t i o n a s s a y a n d t h e S O S C h r o m o t e s t i n E c o l i t e s t e r
s t r a i n s . T h e l a t t e r t h r e e t e s t s a r e u s e d l e s s c o m m o n l y b u t c a n d e t e c t g e n e t i c d a m a g e t h a t t h e
s t a n d a r d p l a t e - i n c o r p o r a t i o n a s s a y d o e s n o t . S p e c i f i c s o f t h e s t a n d a r d p l a t e - i n c o r p o r a t i o n a s s a y
a n d t h e p r o p h a g e - i n d u c t i o n a s s a y w i l l b e d i s c u s s e d f u r t h e r b e l o w b e c a u s e t h e y w e r e u s e d i n t h e
a s s e s s m e n t r e p o r t e d i n t h i s d o c u m e n t
S h o r t - t e r m t e s t s o f i n v i t r o g e n o t o x i c i t y i n e u k a r y o ti c s y s t e m s a r e g e n e r a l l y c o n s i d e r e d
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m o r e r e l e v a n t t o h u m a n g e n o t o x i c i t y t h a n t e s t s i n b a c t e r i a l s y s t e m s . T h r e e w i d e l y a c c e p t e d
g e n o t o x i c i t y a s s a y s i n m a m m a l i a n c e l l s u s e C h i n e s e h a m s t e r o v a r y c e l l s t o l o o k f o r
c hr o m o s o m a l a b e r r a t i o n s o r s i s t e r - c h r o m a t i d e x c h a n g e , a n d m o u s e l y m p h o m a c e l l s t o d e t e c t
m u t a t i o n s a t t h e T k l o c u s (2 6 ) I n a d d i t i o n , t h e u s e o f n e w e r m o l e c u l a r t e s t s s u c h a s s i n g l e c e l l
g e l e l e c t r o p h o r e s i s (S C G E o r C o m e t a s s a y ) , t r a n s g e n i c m o d e l s , a n d f l u o r e s c e n t - i n - s i t u -
h y b r i d i z a t i o n (F I S H ) c a n e n h a n c e k n o w l e d g e o f a c h e m i c a l
'
s a b i l i t y t o c a u s e D N A s t r a n d b r e a k s
a n d/ o r c h r o m o s o m a l d a m a g e (4 9 ) T h e c o m e t a s s a y i s d e s c r i b e d i n m o r e d e t a i l b e l o w b e c a u s e i t
w a s u s e d i n t h e p r e s e n t s t u d y .
B a c t e r i a a r e s e n s i t i v e i n d i c a t o r s o f g e n o t o x i c i t y a n d h a v e b e e n u s e d e x t e n s i v e l y s i n c e t h e
d e v e l o p m e n t o f t h e S a l m o n e l l a / m i c w s o m e t e s t b y D r B r u c e A m e s i n t h e e a r l y 19 7 0 s t o d e t e c t
e n v i r o n m e n t a l ge n o t o x i n s (2 4 ) . T h i s a s s a y h a s b e e n u s e d o f t e n i n t h e c h a r a c t e r i z a t i o n o f
d r i n k i n g w a t e r t o x i c a n t s . I t u t i l i z e s s e v e r a l d i f f e r e n t s t r a i n s o f S a lm o n e l l a t yp h i m u r i u m t h a t a r e
d e f i c i e n t i n t h e i r c a p a b i l i t y t o m e t a b o l i z e h i s t i d i n e , a n d a r a t l i v e r h o m o g e n a t e (S 9 ) f o r
b i o a c t i v a t i o n / m e t a b o l i s m o f e x o g e n o u s c h e m i c a l s . C h e m i c a l s t h a t r e s u l t i n a m u t a t i o n t h a t
r e s t o r e s t h e m i c r o b e
'
s a b i l i t y t o s y n t h e s i z e h i s t i d i n e a r e c a p a b l e o f c a u s i n g t h e g e n e t i c d a m a g e
n e c e s s a r y t o r e v e r t t h e p a r t i c u l a r s t r a i n b e i n g u s e d T h i s a s s a y p e r m i t s t h a t r e c o v e r y o f g e n e
m u t a t i o n s t h a t a r e e i t h e r b a s e s u b s t i t u t i o n s o r s m a l l d e l e t i o n s/ du p l i c a t i o n s .
E a c h o f t h e s t r a i n s u s e d h e r e c o n t a i n s s e v e r a l o t h e r m u t a t i o n s t h a t r e n d e r t h e c e l l s m o r e
s e n s i t i v e t o m u t a g e n s (T a b l e 2 ) . T h e r f a m u t a t i o n m a k e s t h e c e l l m o r e p e rm e a b l e , e s p e c i a l l y t o
l a r g e r m o l e c u l e s , b y c a u s i n g a p a t i a l b r e a k d o w n o f t h e b a c t e r i a l c e l l w a l l . A d e l e t i o n o f t h e
u v r B g e n e i n e a c h o f t h e s t r a i n s r e s u l t s i n t h e l o s s o f n u c l e o t i d e e x c i s i o n r e p a i r . I n a d d i t i o n , t h e
^B u v r B m u t a t i o n a l s o e x t e n d s i n t o t h e b i o g e n e , a s w e l l a s o t h e r g e n e s (2 9 ) , c a u s i n g b i o t i n g r o w t h -
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d e p e n d e n c e o f t h e s t r a i n s (2 2 ) T A 9 8 , T A I OO, a n d T A 10 4 a l s o c o n t a i n t h e p K M l Ol p l a s m i d ,
w h i c h m a k e s t h e s e s t r a i n s m o r e s e n s i t i v e t o m u t a g e n s b y p r o v i d i n g a n e r r o r - p r o n e D N A r e p a i r
(S O S) s y s t e m (2 0 , 2 5)
T h e t a r g e t s e q u e n c e f o r r e v e r s i o n o f e a c h s t r a i n i s d i f f e r e n t , a l l o w i n g f o r d e t e c t i o n o f
m u t a g e n s w i t h s i t e - s p e c i f i c i t y o r p r e f e r e n c e I n T A I OO, T A 15 3 5 , R S J I OO, a n d G S T - T l , t h e
T a b l e 2
M u t a t i o n s i n t h e S a lm o n e l l a t e s t e r s t r a i n s
S t r a i n
h i s t i d i n e
m u t a t i o n
m e m b r a n e
p e r m e a b i l i t y r e p a i r p K M l O l o t h e r
T A 9 8
T A I OO
T A 10 4
T A 15 3 5
R S J I OO
G ST - T l
h i s D 3 05 2
h i s G 4 6
h is G 4 2 8
h i s G 4 6
h i s G 4 6
h i s G 4 6
r f a
r f a
rf a
rf a
rf a
rf a
A u v r B
A u v r B
A u v r B
A u v r B
A u v r B
A u v r B
+
+
+
r G S T 5 - 5
h G S T - T l
h i s G 4 6 t a r g e t i s a C C / G G s e q u e n c e , w h i c h i s u s u a l l y r e v e r t e d b y a s i n g l e b a s e s u b s t i t u t i o n
m u t a t i o n a t o n e o f t h e s i t e s ( 16 , 2 0 ) . T A I OO a n d T A 15 3 5 d i f f e r o n l y i n t h a t T A I OO c o n t a i n s
p K M l O l a n d w i l l , t h e r e f o r e , d e t e c t p o i n t m u t a g e n s t h a t i n d u c e d a m a g e t h a t c a n b e p r o c e s s e d b y
t h e e r r o r - p r o n e r e p a i r (S O S ) s y s t e m . R S J I OO a n d G S T - T l a r e s t r a i n s t h a t a r e a l m o s t i d e n t i c a l t o
T A 15 3 5 , e x c e p t t h a t t h e y h a v e b e e n t r a n s f e c t e d w i t h a c o p y o f t h e gl u t a t h i o n e - 5 - t r a n s f e r a s e
g e n e R S J I OO c o n t a i n s t h e r a t v e r s i o n o f t h i s g e n e , r G S T 5 - 5 , w h e r e a s G S T - T l c o n t a i n s t h e
h u m a n h o m o l o g , h G S T T l - 1 T h e s e s t r a i n s h a v e t h e a b i l i t y , t h e r e f o r e , t o d e t e c t m u t a g e n s t h a t a r e
a c t i v a t e d b y g l u t a t h i o n e (9 , 3 5 , 4 2 , 4 3 , 5 3 ) .
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St r a i n T A 9 8 d e t e c t s m u t a g e n s t h a t c a u s e f r a m e s h i f t m u t a t i o n s . T h e p r i m a r y t a r g e t i s a n
8 - b a s e G C r e p e a t s e q u e n c e i n t h e h i s D 3 0 5 2 ge n e , r e q u i ri n g a n a d d i t i o n , d e l e t i o n , o r o t h e r
c o m p l e x m u t a t i o n t o r e s t o r e t h e g e n e
'
s r e a d i n g f r am e . M u t a t i o n s t h a t r e v e r t T A 9 8 a r e m o s t
c o m m o n l y a 2 - b a s e d e l e t i o n a t t h i s G C h o t s p o t (2 2 ) . T h e h i s G 4 2 8 g e n e o f T A 10 4 c o n t a i n s a
n o n s e n s e ( o c h r e ) m u t a t i o n t h a t i s r e v e r t e d b y p o i n t m u t a t i o n s a t A T s i t e s a s w e l l a s b y s m a l l
d e l e t i o n s a n d i n s e r t i o n s t h a t d o n o t d e s t r o y t h e r e a d i n g f r a m e . T h i s m u t a ti o n a l p r e f e r e n c e m a k e s
T A 10 4 a g o o d c o m p l e m e n t t o T A 9 8 a n d T A I OO (2 0 ) . F i n a l l y , b o t h T A 9 8 a n d T A 10 4 c a n b e
r e v e r t e d b y s u p p r e s s o r m u t a t i o n s , w h i c h a r e m u t a t i o n s i n t h e a n t i - c o d o n r e g i o n o f a t - R N A
m o l e c u l e .
A h y b ri d i z a t i o n m e t h o d f o r d e t e r m i n i n g t h e s p e c i f i c b a s e - s u b s t i t u t i o n s i n t h e r e v e r t a n t
c o l o n i e s o f S a lm o n e l l a w a s d e v e l o p e d i n t h e m i d - 19 8 0 s (2 7 ) . T h i s m e t h o d p e r m i t s
s i m u l t a n e o u s e x a m i n a t i o n o f h u n d r e d s o f m u t a n t s a n d , t h e r e f o r e , c a n l e a d r a p i d l y t o t h e
e l u c i d a t i o n o f t h e m u t a t i o n s p e c t r u m p r o d u c e d b y a p a r t i c u l a r c h e m i c a l ( 2 7 ) . A l t h o u gh i t w a s
n o t u t i l i z e d i n t h e p r e s e n t s t u d y d u e t o i n s u f f i c i e n t i n d u c t i o n o f r e v e r s i o n , i t i s a n i m p o rt a n t
c o m p o n e n t t o t h e m u t a g e n e s i s a r s e n a l a n d c a n a i d i n t h e d e t e r m i n a t i o n o f a c h e m i c a l
'
s m o d e - o f -
a c t i o n .
T h e p r o p h a g e
- i n d u c t i o n a s s a y w a s d e v e l o p e d i n 1 9 84 a s a w a y t o c o m p l e m e n t t h e A m e s
a s s a y (3 2 ) . A l t h o u g h t h e A m e s a s s a y i s g o o d a t d e t e c t i n g p o i n t m u t a g e n s , i t d o e s n o t d e t e c t
o t h e r t y p e s o f D N A d a m a g e , s u c h a s s t r a n d - br e a k s , w h i c h m a y a l s o i n i t i a t e c a r c i n o g e n e s i s . T h e
p r o p h a ge - i n d u c t i o n a s s a y , o n t h e o t h e r h a n d , i s a D N A d a m a g e a s s a y t h a t i s c a p a b l e o f d e t e c t i n g
a n y D N A d a m a g i n g e v e n t t h a t i n i t i a t e s t h e SO S r e s p o n s e i n E . c o l i s t r a i n WP 2 A . A s p a rt o f t h e
S O S r e s p o n s e , t h e p r o p h a ge , w h i c h i s t h e D N A o f t h e v i r u s i n t e g r a t e d i n t h e E . c o l i
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c h r o m o s o m e
,
i s i n d u c e d t o s t a r t r e p l i c a t i n g a n d f o r m i n g l a m b d a v i r u s p a r t i c l e s , w h i c h a r e
e n u m e r a t e d a s c o l o n i e s (p l a q u e s ) o n a l a w n o f i n d i c a t o r E . c o l i .
C o n c o r d a n c e b e t w e e n t h e Sa lm o n e l l a p l a t e - i n c o r p o r a t i o n a s s a y a n d t h e p r o p h a g e -
i n du c t i o n a s s a y h a s b e e n s h o w n t o b e a s h i gh a s 7 4 2 % . W h e n r e s u l t s a r e d i s c o r d a n t b e t w e e n
t h e a s s a y , t h e l a t t e r i s p o s i t i v e 7 8 % o f t h e t i m e (3 1 ) . O t h e r a n a l y s e s h a v e s h o w n t h a t t h e
p r o p h a g e - i n d u c t i o n a s s a y c a n d e t e c t m u t a g e n s t h a t g o u n d e t e c t e d i n Sa l m o n e l l a (6 , 15 ) I n
p a r t i c u l a r , i t h a s b e e n f o u n d t o d e t e c t t w i c e t h e p e r c e n t a g e o f c h l o r i n a t e d o r g a n i c c a r c i n o g e n s
t h a t t h e S a lm o n e l l a a s s a y d o e s T h i s i s p r e s u m a b l y d u e t o t h e a b i l i t y o f t h e p r o p h a g e - i n d u c t i o n
a s s a y t o p e r m i t t h e d e t e c t i o n o f a w i d e r r a n g e o f d am a gi n g e v e n t s (5 ) .
T h e c o m e t a s s a y a l l o w s f o r q u a n t i t a t i o n o f s i n g l e - s t r a n d b r e a k s a t t h e s i n g l e - c e l l l e v e l
w h i l e a l l o w i n g f o r d i f f e r e n t i a t i o n b e t w e e n g e n e t i c d a m a g e i n d u c e d b y c y t o t o x i c i t y a n d d i r e c t
g e n o t o x i c i t y . I t i s p a r t i c u l a r l y u s e f u l f o r t h i s r e a s o n , a n d b e c a u s e i t i s h i g h l y s e n s i t i v e I t
r e q u i r e s a s m a l l n u m b e r o f c e l l s , a n d i t i s r e l a t i v e l y f l e x i b l e a n d e a s y t o c o m p l e t e . T h e v e r s i o n
u s e d h e r e m a x i m i z e s t h e a b i l i t y t o d e t e c t D N A d a m a g e t h a t o c c u r s d i r e c t l y a s a s t r a n d br e a k , a s
w e l l a s i n t h e f o r m o f a l k a l i - l a b i l e s i t e s
,
w h i c h a r e e x p r e s s e d a s s i n g l e
- s t r a n d b r e a k s a t p H > 13
(4 4 ) . H u m a n l y m p h o b l a s t o i d c e l l s w e r e c h o s e n f o r a n a l y s i s o f c o m e t i n d u c t i o n b y t h e t e s t
c o m p o u n d s b e c a u s e o f o u r d e s i r e t o u s e h u m a n c e l l s t h a t c o u l d p o t e n t i a l l y b e u s e d i n h u m a n
e x p o s u r e a s s e s s m e n t .
T h e i n v i t r o t e s t s d e s c r i b e d h e r e a r e j u s t a f e w o f t h e g e n o t o x i c i t y a s s a y s t h a t c a n c o m b i n e
t o m a k e a " d e f i n i n g s e t
"
o f s h o r t - t e r m t e s t s . R e s u l t s f r o m t h e s e t e s t s a r e u s e f u l i n d e t e r m i n i n g a n
a g e n t
'
s a b i l i t y t o c a u s e g e n e m u t a t i o n s , c h r o m o s o m a l a b e r r a t i o n s , o r a n e u p l o i d y . T h e y s h o u l d b e
u s e d i n c o m b i n a t i o n w i t h i n v i v o a s s a y s a n d D N A a d d u c t d o s i m e t r y t o d e t e r m i n e t h e m o d e - o f -
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a c t i o n o f a c h e m i c a l a n d i n e v a l u a t i n g h u m a n h e a l t h r i s k (4 9 ) .
R o l e o f M u t a g e n e s i s i n C a r c i n o g e n e s i s
C a r c i n o g e n e s i s i s w i d e l y a c c e p t e d a s a m u l t i - s t e p p r o c e s s r e q u i r i n g t h e a c c u m u l a t i o n o f
g e n e t i c c h a n g e s a n d m i t o g e n i c s i gn a l s t h a t p r o gr e s s t o a t u m o r M u t a t i o n , a n e u p l o i d y a n d
c h r o m o s o m a l a b e r r a t i o n , a l l o f w hi c h o c c u r s p o n t a n e o u s l y w i t h i n a c e l l , a s w e l l a s b e i n g
i n d u c i b l e
,
h a v e b e e n i m p l i c a t e d i n h u m a n c a n c e r . C h e m i c a l s t h a t c a n i n t e r a c t w i t h D N A a n d
c a u s e d a m a g e b y a n y o f t h e s e m e c h a n i s m s m a y b e c o n s i d e r e d c a r c i n o g e n i c . M u t a t i o n s i n D N A
o c c u r s p o n t a n e o u s l y , b u t t h e g e n o m e i s s t a b i l i z e d b y t h e p r o c e s s e s o f r e p a i r a n d a p o p t o s i s . I n
a d d i t i o n , t h e p r e s e n c e o f m a n y n o n - t r a n s c r i b e d s e q u e n c e s p r o v i d e s t h e r a w m a t e r i a l n e c e s s a r y f o r
m u t a g e n e s i s w i t h o u t b i o l o g i c a l i m p a c t (1 8 ) H o w e v e r , w h e n s p o n t a n e o u s o r i n du c e d m u t a t i o n s
o c c u r i n k e y ge n e s , t h e p r o c e s s o f c a r c i n o g e n e s i s m a y b e gi n
H a n a h a n a n d W e i n b e r g (2 0 0 0 ) p u b l i s h e d a s y n t h e s i s o f t h e m a n y f i n d i n g s i n c a n c e r
r e s e a r c h t h a t h a v e o c c u r r e d o v e r t h e p a s t 2 5 y e a r s ( 1 3 ) . T h e y s u g g e s t e d t h a t m u t a g e n e s i s p l a y s
m a n y r o l e s i n c a r c i n o g e n e s i s . F i r s t , m u t a t i o n s a c q u i r e d i n
"
c a r e t a k e r g e n e s
" - t h o s e i n v o l v e d i n
D N A r e p a i r , p r o p e r s e g r e g a t i o n o f c h r o m o s o m e s i n m i t o s i s , a n d i n d a m a g e - i n d u c e d a p o p t o s i s -
l e a d t o a s t a t e o f g e n o m i c i n s t a b i l i t y T h i s a l t e r e d c e l l u l a r s t a t e a l l o w s f u t u r e m u t a t i o n s t o
a c c u m u l a t e i n g e n e s o f k e y p a t h w a y s t h a t f o r c e a c e l l i n t o t u m o r p r o g r e s s i o n . H a n a h a n a n d
W e i n b e r g r e a s o n e d t h a t a c e l l m u s t a c q u i r e s i x k e y b i o l o g i c a l c a p a b i l i t i e s , t h e
"
h a l l m a r k s o f
c a n c e r ,
"
i n o r d e r t o r e a c h t h e s t a g e o f f u l l
- b l o w n m e t a s t a t i c c a n c e r . T h e s e c a p a b i l i t i e s a r e 1 )
i n s e n s i t i v i t y t o a p o p t o t i c s i g n a l s , 2 ) s u s t a i n e d a n g i o g e n e s i s , 3 ) s e l f - s u f f i c i e n c y i n g r o w t h s i g n a l s ,
4 ) e v a s i o n o f a n t i - gr o w t h s i g n a l s , 5 ) u n r e s t r i c t e d r e p l i c a t i v e p o t e n t i a l , a n d 6 ) t i s s u e i n v a s i o n a n d
16
m e t a s t a s i s .
S o m e o f t h e m e c h a n i s m s b y w h i c h t h e s e c a p a b i U t i e s a r e a c q u i r e d h a v e b e e n w e l l
d e s c r i b e d a n d f i t n i c e l y i n t o t h e h a l lm a r k s o f c a n c e r f r a m e w o r k . F o r e x a m p l e , a l t e r e d f o r m s o f
p r o t o o n c o g e n e s s u c h a s K R A S , h a v e b e e n f o u n d i n a s m a n y a s 50 % o f h u m a n t u m o r s a n d a r e
c o n s i d e r e d a n e c e s s a r y c o m p o n e n t o f t u m o r i g e n e s i s . A s i n g le s o m a t i c m u t a t i o n i n a n
p r o t o o n c o g e n e c a n l e a d t o i t s a l t e r e d t u m o r - p r o m o t i n g f u n c t i o n , w h i c h m a y p a r t i a l l y e x p l a i n t h e
f r e q u e n c y o f m u t a t i o n . F u r t h e r m o r e , t h e R A S p r o t e i n h a s b e e n i m p l i c a t e d i n m u l t i p l e g r o w t h
s i g n a l i n g p a t h w a y s a n d d o e s n o t s e e m t o p l a y a s i n g u l a r r o l e i n t h e c e l l A l t e r e d R A S
o n c o p r o t e i n s c a n r e l e a s e u n r e s t r i c t e d g r o w t h s i g n a l s t o t h e c e l l , w h e r e a s o v e r - e x p r e s s i o n o f
C M Y C c a n p r e v e n t t e r m i n a l d i f f e r e n t i a t i o n , a n a n t i - g r o w t h s i g n a l
A n o t h e r w e l l - k n o w n c l a s s o f m u t a t i o n s i m p l i c a t e d i n c a n c e r p r o g r e s s i o n o c c u r s i n t u m o r
s u p p r e s s o r g e n e s l i k e T P 5 3 a n d P R b . T w o m u t a t i o n s a r e r e q u i r e d t o i n a c t i v a t e s i g n a l s f o r t u m o r
s u p p r e s s i o n b u t , n o n e t h e l e s s , a r e f o u n d q u i t e c o m m o n l y i n t u m o r s . P 5 3 h a s b e e n c a l l e d t h e
"
g u a r d i a n o f t h e g e n o m e ,
"
a n d i s a k i n d o f s e n s o r o f D N A d a m a g e i n t h e c e l l I t e x e r t s a
p r o t e c t i v e f u n c t i o n b y s i g n a l i n g a h a l t i n t h e c e l l c y c l e w h e n D N A d a m a g e h a s b e e n i n c u r r e d
D u r i n g t h i s p a u s e , n o r m a l l y f u n c t i o n i n g P 5 3 c a n s t i m u l a t e a p o p t o s i s i n a d a m a g e d c e l l b y u p -
r e g u l a t i n g B o x . A l t e r a t i o n o f T P 5 3 b y m u t a t i o n t hu s c a n l e a d t o a l o s s o f a p o p t o t i c c a p a b i l i t y
a n d s u r v i v a l o f p o t e n t i a l l y c a n c e r o u s c e l l s T h e P R b p r o t e i n n o r m a l l y p r e v e n t s o v e r - pr o l i f e r a t i o n
o f c e l l s b y b l o c k i n g p r o g r e s s i o n f r o m G l i n t o t h e M - p h a s e o f t h e c e l l c y c l e T h u s , a n y d i s r u p t i o n
o f t h e s i g n a l i n g p a t h w a y i n w h i c h P R b p l a y s a r o l e c a n l e a d t o a n i n s e n s i t i v i t y t o a n t i
-
g r o w t h
s i g n a l s ( 18 ) .
R a t i o n a l e f o r t h e s t u d y 1 7
A r e c o m m e n d e d s e q u e n c e o f l a b o r a t o r y m e t h o d s h a s b e e n u s e d i n d e t e r m i n i n g t h e
p o t e n t i a l f o r h u m a n c a r c i n o g e n i c r i s k a n d t h e m o d e
- o f - a c t i o n f o r p o t e n t i a l c a r c i n o g e n s ( 1 ) A f t e r
c o n s i d e r i n g t h e s t r u c t u r a l c h a r a c t e ri s t i c s a n d p r o b a b l e b i o c h e m i c a l c h a r a c t e r i s t i c s o f t h e a g e n t i n
q u e s t i o n , t h e f i r s t s t e p i s t o d e t e r m i n e t h e i n v i t r o m u t a g e n i c i t y i n m i c r o b i a l a n d m a m m a l i a n c e l l
s y s t e m s . T he o u t c o m e o f t h e s e t e s t s s h o u l d d e t e r m i n e t he n e x t s t e p i n e v a l u a t i o n o f
m u t a g e n i c i t y f o r u s e i n e v a l u a t i n g c a r c i n o g e n i c i t y ( 1 ) T h i s s t u d y h a s f o c u s e d o n g e n e r a t i n g s u c h
m u t a g e n i c i t y d a t a
T h e s t r u c t u r a l s i m i l a ri t y o f 1 , 3 - D C P , 2 , 2 - D C P , a n d 1 , 1 - D C P e t o 1 , 3 - D C P e j u s t i f i e s i n i t i a l
h a z a r d i d e n t i f i c a t i o n s t u d i e s t o b e g i n t o a s s e s s t h e p u b l i c h e a l t h ri s k o f t h e s e c h e m i c a l s i n o u r
w a t e r s u p p l y . T h u s , a n a s s e s s m e n t o f t h e m u t a g e n i c i t y o f e a c h o f t h e s e c h e m i c a l s i n S a l m o n e l l a
s t r a i n s T A 9 8
,
T A I OO
,
T A 10 4
,
T A 15 3 5
,
G ST - T l
,
a n d R S J I OO w a s u n d e r t a k e n
,
a n d t h e r e s u l t s
a r e g i v e n h e r e I n a d d i t i o n , r e s u l t s f o r t h e c h e m i c a l s
'
g e n o t o x i c i t y i n t h e p r o p h a g e - i n d u c t i o n
a s s a y , a n d p r e l i m i n a r y r e s u l t s i n h u m a n l ym ph o b l a s t o i d c e l l s a r e a l s o r e p o r t e d . T h e d a t a w e r e
a n a l y z e d , a n d t h e r e s u l t s w e r e c a s t w i t h i n t h e ri s k - a s s e s sm e n t p a r a d i g m
M a t e r i a l s a n d M e t h o d s
Sa l m o n e l l a P l a t e - I n c o r p o r a t i o n A s s a y
C h e m i c a l s
1 , 3 - d i c h l o r o p r o p a n e ( 1 , 3 - D C P ) , a n d 2 , 2 - d i c h l o r o p r o p a n e (2 , 2 - D C P ) w e r e o b t a i n e d f r o m
A l d ri c h C h e m i c a l C o r p o r a t i o n (M i l w a u k e e , W I ); 1 , 1 - d i c h l o r o p r o p e n e ( 1 , 1 - D C P e ) w a s o b t a i n e d
f r o m U l t r a Sc i e n t i f i c (N o r t h K i n g s t o w n , R I) . 1 , 3 - d i c h l o r o p r o p e n e ( 1 , 3 - D C P e ) w a s o b t a i n e d
f r o m C h e m i c a l S e r v i c e (W e s t C h e s t e r , P A ) a n d w a s u s e d o n l y i n t h e c o m e t a s s a y a s a f r a m e o f
r e f e r e n c e f o r t h e C C L c h e m i c a l s . K n o w n m u t a g e n s w e r e u s e d a s p o s i t i v e c o n t r o l s i n e a c h a s s a y
r u n . 2 - A n t h r a m i n e (2 A ) w a s t h e p o s i t i v e c o n tr o l f o r a l l s t r a i n s t e s t e d i n t h e pr e s e n c e o f S 9 m i x .
I n t h e a b s e n c e o f S 9 m i x t h e p o s i t i v e c o n t r o l s d i f f e r e d f o r e a c h s t r a i n t e s t e d : 2 - n i t r o f lu o r e n e
(2N F ) i s u s e d f o r T A 9 8 ; s o d i u m a z i d e (N a N , ) i n T A I OO, R S J I OO a n d T A 15 3 5 ; m e t h y l - g l y o x a l
(M e G ) i s t h e p o s i t i v e c o n t r o l f o r T A 10 4 i n t h e a b s e n c e o f 8 9 ; a n d 1 , 2 - d i b r o m o e t h a n e ( 1 , 2 - D ) i n
t h e G S T T l - 1 s t r a i n
P h y s i c a l c h a r a c t e r i s t i c s a n d o t h e r c h e m i c a l i n f o r m a d o n f o r t h e s e c h e m i c a l s a r e s h o w n i n
T a b l e 3 A l l c h e m i c a l s w e r e d i l u t e d i n d im e t h y l s u l f o x i d e (D M SO ) s u c h t h a t t h e f i n a l
c o n c e n t r a d o n o f t h i s s o l v e n t i n t h e g e n o t o x i c i t y a s s a y s w a s n o m o r e t h a n 1% T h e D M S O u s e d
h e r e i s a B & J B r a n d ® h i g h p u r i t y s o l v e n t , p u r c h a s e d f r o m A m e r i c a n S c i e n t i f i c P r o d u c t s
(M c G a w P a r k , I L ) .
So l u t i o n s
R a t l i v e r h o m o g e n a t e (S 9 ) f r o m A r o c l o r 12 5 4 - i n d u c e d m a l e Sp r a g u e - D a w l e y r a t s ,
19
T a b l e 3
P h y s i c a l C h a r a c t e r i s t i c s a n d C h e m i c a l I n f o r m a t i o n f o r C h e m i c a l s
C h e m i c a l A c r o n y m
F o rm u l a
W e i g h t
D e n s i t y
(g /m L ) C A S #
1 , 3 - d i c h l o r o p r o p a n e 1 , 3 - D C P
2
,
2 - di c h l o r o p r o p a n e 2 , 2 - D C P
1
,
1 - d i c h l o r o p r o p e n e 1 , 1 - D C P e
1 , 3 - d i c h l o r o p r o p e n e 1 , 3
- D C P e
2 - a n t h r a m i n e 2 A
2 - n i t r o f l u o r e n e 2 N F
s o d i u m a z i d e N a N 3
m e t h y l - g l y o x a l M e G
1
,
2 - d i b r o m o e t h a n e 1
,
2 D
m e t h y l m e t h a n e s u l p h o n a t e M M S
1 1 1 . 9 8
1 1 1 . 9 8
1 10 . 9 7
1 10 9 7
19 3 . 2 5
2 1 1 . 2 2
6 5 . 0 1
7 2 . 0 6
18 7 . 8 6
1 10 13
1
. 1 9
1 1 1
1 19
1 . 2 0
1 . 8 5
1 . 0 5
2 17
1 2 9
14 2 - 2 8 - 9
5 9 4 - 2 0 - 7
5 6 3 - 5 8 - 6
5 4 2 - 7 5 - 6
6 13 - 1 3 - 8
6 0 7 - 5 7 - 8
2 6 6 2 8 - 2 2 - 8
7 8 - 9 0 8 - 4
10 6 - 9 3 - 4
6 6 - 2 7 - 3
t h e s u p e r n a t a n t c o l l e c t e d a t 9 , 0 0 0 x g , w a s o b t a i n e d f r o m M o l t o x (B o o n e , N C ) a n d 0 . 0 6 m l w a s
c o m b i n e d w i t h t h e f o l l o w i n g c o m p o n e n t s f o r e a c h m l o f t h e s o l u t i o n n e e d e d : 3 . 0 6 m g o f
n i c o t i n a m i d e a d e n i n e d i n u c l e o t i d e p h o s p h a t e d i s o d i u m s a l t (N A D P ) f r o m S i g m a C h e m i c a l
C o m p a n y (S i g m a ; S t . L o u i s , M O ) ; 1 . 4 1 m g o f g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e a l s o f r o m S i g m a ; 0 . 0 2 m l o f
0 8 M m a g n e s i u m c h l o ri d e / 1 . 6 M p o t a s s i u m c h l o ri d e (M gC l j - K C l ) s a l t s p r e p a r e d a s d e s c r i b e d
b e l o w , 0 . 4 2 m l d e i o n i z e d , d i s t i l l e d w a t e r ; a n d 0 5 m l o f 0 2 M p h o s p h a t e b u f f e r , p H 7 . 4 p r e p a r e d
a s d e s c ri b e d b e l o w .
M g C l j - K C l s a l t s w e r e p r e p a r e d b y t h e a d di t i o n o f 4 0 . 7 g M g C l 2 a n d 6 1 . 5 g o f K C l , b o t h
o b t a i n e d f r o m S i g m a (S t . L o u i s , M O ), t o 5 0 0 m l o f d e i o n i z e d w a t e r T h e 0 2 M - p h o s p h a t e
b u f f e r w a s p r e p a r e d b y f i r s t d i s s o l v i n g 13 . 8 g o f N a H 2P 0 4
* H 20 i n 5 0 0 m l o f d e i o n i z e d w a t e r I n
2 0
a s e p a r a t e c o n t a i n e r , 14 . 2 g o f N a 2H P 0 4 w e r e d i s s o l v e d i n 5 0 0 m l o f de i o n i z e d w a t e r . B o t h s a l t s
w e r e o b t a i n e d f r o m J . T . B a k e r (P h i l l i p s b u r g , N J ) . N e x t , 6 0 m l o f t h e N a H 2 P 0 4
- H
2
0 s o l u t i o n a n d
4 4 0 m l o f t h e N a 2H P 0 4 s o l u t i o n w e r e m i x e d t o g e t h e r t o m a k e 0 2 - M p h o s p h a t e b u f f e r . T h e p H
w a s b r o u g h t t o 7 . 4 b y t h e a d d i t i o n o f N a 2H P 0 4 o r N a O H t o m a k e t h e s o l u t i o n m o r e b a s i c , o r b y
t h e a d d i t i o n o f H C l t o m a k e t h e s o l u t i o n m o r e a c i d i c . K A D O b u f f e r , a 0 0 1 5 - M p h o s p h a t e
s o l u t i o n (p H 7 4 ) , w a s u s e d i n p e r f o r m i n g t h e m o d i f i e d p r e - i n c u b a t i o n p l a t e - i n c o r p o r a t i o n
a s s a y s .
T h e f o l l o w i n g s o l u t i o n s w e r e p r e p a r e d t o m a k e t h e m e d i a u s e d f o r t h e p l a t e -
i n c o r p o r a t i o n a s s a y : H i s / bi o s o l u t i o n w a s p r e p a r e d b y f i r s t a d d i n g 9 7 . 6 m g o f D - b i o t i n (S i gm a ,
S t L o u i s
,
M O ) t o o n e l i t e r o f w a r m d e i o n i z e d w a t e r . A f t e r d i s s o l v i n g , 5 2 5 m g o f L - h i s t i d i n e -
H C l (S i gm a S t . L o u i s , M O ) , w e r e a d d e d , t a k i n g c a r e t o s t i r o n a c o o l h o t p l a t e . T h e s o l u t i o n w a s
f i l t e r e d w i t h a 0 4 5 - ii m f i l e r u n i t a n d s t o r e d a t 4
°
C f o r u p t o t h r e e m o n t h s . B i o t i n s o l u t i o n w a s
p r e p a r e d i n t h e s a m e w a y e x c e p t t h a t 9 7 . 6 m g o f D - b i o t i n (S i g m a , S t . L o u i s , M O ) w a s a d d e d t o
t h e pr e - w a r m e d w a t e r .
A 3 0% d e x t r o s e s o l u t i o n w a s a l s o u s e d i n p r e p a r i n g t h e p l a t e s . T h i s s o l u t i o n w a s m a d e b y
g r a d u a l l y a d d i n g w h i l e s t i r r i n g 3 0 0 g o f d e x t r o s e f r o m D i f c o (D e t r o i t , M I ) t o 1 h t e r o f d e i o n i z e d
w a t e r T h e s o l u t i o n w a s a u t o c l a v e d i n 5 0 0 - m l b o t t l e s f o r 2 0 m i n u t e s a t 12 1 ± 2 ° C o n s l o w
e x h a u s t t o s t e r i l i z e , a n d t h e n s t o r e d f o r u p t o t w o m o n t h s a t r o o m t e m p e r a t u r e .
F i n a l l y , a 5 0 X V o g e l - B o n n e r M e d i u m E (V B M E ) s o l u t i o n w a s p r e p a r e d b y a d di n g t h e
f o l l o w i n g , o n e a t a t i m e , t o 6 0 0 m l o f w a r m (4 5 ± 2
° C ) d e i o n i z e d w a t e r : 10 g o f m a g n e s i u m
s u l f a t e , 10 0 g o f c i t ri c a c i d m o n o h y d r a t e , 50 0 g o f p o t a s s i u m p h o s p h a t e d i b a s i c a n h y d r o u s s a l t ,
a n d 17 5 g o f s o d i u m a mm o n i u m p h o s p h a t e A l l f o u r c h e m i c a l s w e r e a l l o b t a i n e d f r o m
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M a l l i n c k r o d t - B a k e r (P h i l l i p s b u r g , N J) . A f t e r a l l o f t h e s a l t s d i s s o l v e d , d e i o n i z e d w a t e r w a s
a d d e d t o a f i n a l v o l u m e o f 1 - l i t e r b e f o r e f i l t e r i n g w i t h Wh a tm a n # 1 f i l t e r p a p e r i n t o a v a c u u m
f l a s k . A f t e r f i l t e r i n g , t h e s o l u t i o n w a s s p l i t i n t o t w o 5 0 0 - m l W h e a t o n b o t t l e s , a u t o c l a v e d f o r 2 0
m i n a t 1 2 1 ± 2 ° C o n s l o w e x h a u s t , a n d s t o r e d a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r u p t o t h r e e m o n t h s .
M e d i a
O x o i d n u t r i e n t b r o t h # 2 f r o m K . C B i o l o g i c a l s (B a s i n g s t o k e , H a m p s h i r e , E n g l a n d ) w a s
u s e d f o r g r o w i n g b a c t e r i a l c u l t u r e s . I t w a s p r e p a r e d b y d i s s o l v i n g 2 5 g o f p o w d e r i n 1 l i t e r o f
d e i o n i z e d w a t e r o v e r m e d i u m h e a t . A f t e r d i s p e n s i n g i n 2 0 - m l a l i q u o t s i n t o 5 0 - m l B e l l c o f l a s k s ,
s t e r i h t y w a s a c h i e v e d b y a u t o c l a v i n g f o r 2 0 m i n a t 1 2 1 ± 2
°
C B r o t h w a s s t o r e d a t 4
°
C f o r u p t o
o n e m o n t h .
V B M E w a s u s e d a s m i n i m a l m e d i u m f o r u s e i n t h e A m e s a s s a y I t w a s p r e p a r e d b y f i r s t
d i s s o l v i n g 4 5 g o f b a c t o - a g a r f r o m D i f c o (D e t r o i t , M I ) i n t o 2 6 5 5 m l o f d e i o n i z e d w a t e r o v e r
m e d i u m h e a t . T h e m e d i u m w a s a u t o c l a v e d f o r 2 0 m i n a t 12 1 ± 2 ° C o n s l o w e x h a u s t . A f t e r
c o o l i n g t o r o o m t e m p e r a t u r e , 2 0 0 m l o f a 30 % d e x t r o s e s o l u t i o n w a s a d d e d a n d t h e s o l u t i o n w a s
c o o l e d f u r t h e r t o 4 8 ° C i n a w a t e r b a t h f o r 15 m i n . N e x t , 6 0 m l o f 5 0 X V B M E s o l u t i o n w a s
a d d e d t o t h e a g a r s o l u t i o n , m i x e d , a n d c o o l e d a n a d d t i o n a l 15 m i n i n t h e w a t e r b a t h F i n a l l y , 3 0
m l o f h i s / b i o s o l u t i o n w e r e a d d e d , t h e s o l u t i o n w a s m i x e d a n d l e f t i n t h e w a t e r b a t h T h e
m e d i u m w a s d i s p e n s e d a t 3 0 m l p e r p l a t e i n t o s t e r i l e 10 0 - x 15 - m m P e t r i d i s h e s u s i n g a n
a u t o m a t i c p o u r e r (P o u r M a t i c M P - 10 0 0 ; N e w B r u n s w i c k Sc i e n t i f i c , E d i s o n , N J) . A f t e r
s o l i d i f y i n g , t h e p l a t e s w e r e s t o r e d a t 5
°
C i n p l a s t i c s l e e v e s f o r u p t o 3 0 d a y s .
B i o t i n p l a t e s , l a c k i n g h i s t i d i n e , w e r e u s e d t o v e r i f y t h a t m u t a n t s w e r e a c t u a l l y r e v e r t a n t
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c o l o n i e s . P l a t e s w e r e p r e p a r e d i n t h e s a m e m a n n e r a s t h e V B M E p l a t e s w i t h o n e im p o r t a n t
d i f f e r e n c e . I n s t e a d o f a d d i n g h i s / b i o s o l u t i o n , 3 0 m l o f b i o t i n s o l u t i o n w e r e a d d e d t o t h e m e d i u m
c o n t a i n i n g a g a r , d e x t r o s e a n d 5 0 X V B M E s o l u t i o n .
T o p a g a r t u b e s w e r e u s e d i n t h e s t a n d a r d p l a t e i n c o r p o r a t i o n a s s a y a s o v e r l a y s o n V B M E
p l a t e s . T h e a g a r w a s p r e p a r e d b y f i r s t d i s s o l v i n g 6 g o f D i f c o b a c t o
- a g a r (D e t r i o t , M I ) a n d 5 g o f
s o d i u m c h l o r i d e (J T . B a k e r , P h i l l i p s b u r g , N J ) i n 1 - l i t e r o f d e i o n i z e d w a t e r o v e r m e d i u m - h i g h
h e a t w i t h s t i r r i n g . A f t e r d i s s o l v i n g , 2 . 2 m l o f t h e m e d i u m w a s d i s p e n s e d i n t o 1 3 - x 10 0 - m m
g l a s s t u b e s w i t h a 5 - m l C o r n w a l l s y r i n g e . B a c t i - C a p a l l c a p s w e r e p l a c e d o v e r e a c h t u b e , a n d t h e
t u b e s w e r e a u t o c l a v e d f o r 2 0 m i n a t 1 2 1 ± 2 ° C o n s l o w e x h a u s t T u b e s w e r e s t o r e d a t r o o m
t e m p e r a t u r e f o r u p t o 2 m o n t h s
S t r a i n s
T h e s t r a i n s u s e d i n t h e s e e x p e r i m e n t s w e r e S a l m o n e l l a t y p h i m u i u m T A 9 8 , T A I OO,
T A 10 4
,
T A 15 3 5
,
R S J I OO a n d G ST T l . A s d e s c r i b e d i n t h e i n t r o d u c t i o n , t h e y a r e a l l h i s t i d i n e
d e p e n d e n t , b u t r e v e r t b y di f f e r e n t m e c h a n i s m s . T A 9 8 {h i s D 3 0 5 2 , rf a , A u v r B , p K M l O l ) , T A I OO
(h i s G 4 6, rf a , A u v r B , p K M l O l ) , a n d T A 10 4 {h i s G 4 2 8 , rf a , A u v r B , p K M l O l ) , a n d T A 15 3 5
{h i s D 3 05 2 , rf a , A u v r B ) w e r e p r o v i d e d b y D r . B r u c e A m e s (D i v i s i o n o f B i o c h e m i s t r y a n d
M o l e c u l a r B i o l o g y , U n i v e r s i t y o f C a l i f o r n i a , B e r k e l e y , C A ) . R S J I OO i h i s G 4 6 , r f a , A u v r B ,
v G S T T l - 1 ) w a s o b t a i n e d f r o m D r F P e t e r G u e n g e r i c h (D e p a r t m e n t o f B i o c h e m i s t r y a n d C e n t e r
f o r M o l e c u l a r T o x i c o l o g y , V a n d e r b i l t U n i v e r s i t y Sc h o o l o f M e d i c i n e , N a s h v i l l e , T N ) T h e
a n a l o go u s s t r a i n , r e f e r r e d t o a s G S T T l {h i s D 3 0 5 2 , rf a , A u v r B , h G S T T l - 1 ) , w a s s u p p l i e d b y D r .
J a m e s Wh e e l e r (D e p a r t m e n t o f T o x i c o l o g y , V a n d e r b i l t U n i v e r s i t y S c h o o l o f M e d i c i n e ,
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N a s h v i l l e
,
T N ) .
P r o c e d u r e f o r s t a n d a r d a s s a y
T h e s t a n d a r d p l a t e i n c o r p o r a t i o n a s s a y w a s p e r f o r m e d a s d e s c r i b e d b y M a r o n a n d A m e s
(1 9 8 3 ) a n d d e s c ri b e d b ri e f l y h e r e . O v e r n i g h t c u l t u r e s o f e a c h o f t h e s t r a i n s w e r e p r e p a r e d t h e
n i g h t b e f o r e e a c h e x p e ri m e n t b y i n o c u l a t i n g o n e c o l o n y f r o m t h e a p p r o p ri a t e m a s t e r p l a t e i n t o 2 0
m l o f s t e ri l e n u t ri e n t b r o t h u s i n g s t e ri l e t e c h n i q u e . T h e i n o c u l a t e d f l a s k s w e r e i n c u b a t e d f o r 1 6 h
a t 3 7
°
C w i t h c o n s t a n t s h a k i n g (a p p r o x i m a t e l y 1 20 r pm ). T h e n e x t d a y c u l t u r e s w e r e k e p t o n i c e
u n t i l u s e .
B e f o r e p r e p a ri n g t h e t e s t p l a t e s , t h e S9 m i x w a s p r e p a r e d a s d e s c ri b e d a b o v e . S o f t a g a r
t u b e s w e r e a u t o c l a v e d f o r 3 m i n a t 1 2 1 ± 2 ° C o n s l o w e x h a u s t t o m e l t t h e t o p a g a r , a n d t h e t u b e s
w e r e t h e n p l a c e d i n a 4 7
°
C w a t e r b a t h . D u p l i c a t e s o f t a g a r t u b e s w e r e i n o c u l a t e d w i t h 1 0 0 |a l o f
o v e r n i g h t c u l t u r e , u p t o 1 0 0 |a l o f c h e m i c a l , s o l v e n t , o r p o s i t i v e c o n t r o l , a n d 5 0 0 |a l o f S 9 m i x
A f t e r v o r t e x i n g f o r 3 s e c , t h i s s u s p e n s i o n w a s s p r e a d o n a V B M E p l a t e . T h i s w a s r e p e a t e d f o r
e a c h c h e m i c a l a n d w a s a l s o p e r f o r m e d i n t h e a b s e n c e o f t h e S 9 m i x . A f t e r a l l o w i n g t h e t o p a g a r
t o h a r d e n c o m p l e t e l y , p l a t e s w e r e p l a c e d u p s i d e d o w n i n a d a r k 3 7
°
C i n c u b a t o r f o r 7 2 h T h r e e
d a y s l a t e r , c o l o n i e s w e r e c o u n t e d o n a n a u t o m a t i c c o l o n y c o u n t e r (B i o L o g i c s A c c u C o u n t 1 0 0 0 )
P r o c e d u r e f o r p r e - i n c u b a t i o n a s s a y
T h i s m o d i f i c a t i o n o f t h e s t a n d a r d A m e s a s s a y i s s o m e t i m e s a m o r e s e n s i t i v e s c r e e n f o r
m u t a g e n i c i t y t h a n t h e p l a t e - i n c o r p o r a t i o n a s s a y . F i r s t , o v e r n i g h t c u l t u r e s w e r e e s t a b l i s h e d , a n d
S 9 m i x w a s p r e p a r e d a s i n t h e s t a n d a r d a s s a y . N e x t , 1 0 0 (i l o f o v e r n i gh t c u l t u r e , u p t o 1 0 0 |i l o f
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c h e m i c a l
,
s o l v e n t , o r p o s i t i v e c o n t r o l , a n d 5 0 0 |i l o f S 9 m i x o r K A D O b u f f e r w e r e p i p e t t e d u s i n g
r e p e a t e r p i p e t t e s i n d u p l i c a t e i n t o s t e r i l e 13
- x 10 0 - m m g l a s s t u b e s T u b e s w e r e i n c u b a t e d i n
b a t c h e s f o r 2 0 m i n f r o m t h e t i m e t h e f i r s t t u b e w a s p l a c e d i n a 37
° C w a t e r b a t h . F o l l o w i n g
i n c u b a t i o n t u b e s w e r e p l a c e d o n i c e C e l l s w e r e p l a t e d b y a d d i n g 2 m l o f m o l t e n n u t r i e n t a g a r t o
e a c h t u b e
,
v o r t e x i n g , a n d s p r e a d i n g o n a p l a t e . A f t e r t h e t o p l a y e r h a r d e n e d p l a t e s w e r e i n v e r t e d
a n d i n c u b a t e d a t 3 7 ° C f o r 7 2 h . P l a t e s w e r e s c o r e d a s i n t h e s t a n d a r d a s s a y .
P r o c e d u r e - p r e - i n c u b a t i o n w i t h s c r e w - c a p v i a l s
I n o r d e r t o p r e v e n t t h e e s c a p e o f v o l a t i l e c h e m i c a l s , t h e p r e - i n c u b a t i o n a s s a y w a s a l s o
p e r f o r m e d i n v i a l s w i t h a s c a l a b l e s c r e w - c a p t o p T h e 2 - d r a m (8 - m l ) g l a s s v i a l s a r e o b t a i n e d
f r o m S c i /S p e c (R a n d a l l s t o w n , M D ) a n d a u t o c l a v e d p r i o r t o u s e
P r o p h a g e - I n d u c t i o n A s s a y
C h e m i c a l s
T e s t c h e m i c a l s w e r e d i l u t e d i n a c e t o n e (J . T B a k e r ; P h i l l i p s b u r g , N J ) a t v a r i o u s
c o n c e n t r a t i o n s . T h e p o s i t i v e c o n t r o l , 2 - a n t h r a m i n e , w a s p r e p a r e d t o a f i n a l c o n c e n t r a t i o n o f 2 5
|i g / m l i n a c e t o n e a s a p o s i t i v e c o n t r o l i n t h e p r e s e n c e o f S 9 . T h e p o s i t i v e c o n t r o l i n t h e a b s e n c e
o f S 9 w a s a 3 m g / m l s o l u t i o n o f 2 - n i t r o f l u o r e n e i n a c e t o n e
S o l u t i o n s
T h e t o t a l v o l u m e o f S 9 m i x n e e d e d w a s d e t e r m i n e d b y m u l t i p l y i n g t h e t o t a l n u m b e r o f
w e l l s u s e d b y 2 5 p i p e r w e l l . F o r e a c h m l o f S 9 m i x , t h e f o l l o w i n g c o m p o n e n t s w e r e m i x e d
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t o g e t h e r i n a s t e r i l e p o l >p r o p y l e n e t u b e : 0 7 4 m g o f G
- 6 - P , 0 . 6 2 m g o f N A D P , 0 . 0 2 5 m l o f
M g C l 2 - K C l s a l t s , 0 . 6 5 m l o f p h o s p h a t e b u f f e r , 0 . 3 0 m l o f s t e r i l e d e i o n i z e d w a t e r , a n d 0 0 2 5 m l
o f S9 r a t l i v e r h o m o g e n a t e . T h i s m i x t u r e w a s s t o r e d o n i c e u n t i l u s e .
L - t r yp t o p h a n a n d a 2 0 % d e x t r o s e s o l u t i o n a r e u s e d i n t h e m e d i u m u s e d i n t h i s a s s a y .
L - t r yp t o p h a n w a s m a d e b y d i s s o l v i n g 2 0 0 m g o f L - t r y p t o p h a n (S i g m a ; S t L o u i s , M O ) i n 10 0 m l
o f d i s t i l l e d d e i o n i z e d w a t e r o v e r l o w h e a t . I t w a s f i l t e r e d t h r o u g h a 5 0 0 - m l s t e r i l e N a l g e n e 0 . 4 5 -
|i m v a c u u m fi l t e r u n i t a n d s t o r e d i n t h e d a r k f o r u p t o 2 m o n t h s a t r o o m t e m p e r a t u r e T h e 2 0 %
d e x t r o s e s o l u t i o n w a s m a d e b y gr a du a l l y a d d i n g , w h i l e s t i r r i n g , 2 0 0 g o f d e x t r o s e f r o m D i f c o
(D e t r o i t , M I ) t o 1 l i t e r o f d e i o n i z e d w a t e r . T h e s o l u t i o n w a s a u t o c l a v e d i n 5 0 0 - m l b o t t l e s f o r 2 0
m i n a t 1 2 1 ± 2 ° C o n s l o w e x h a u s t t o s t e r i l i z e a n d t h e n s t o r e d f o r u p t o t w o m o n t h s a t r o o m
t e m p e r a t u r e .
A 2 0 0 m g / m l s t r e p t o m y c i n s o l u t i o n w a s u s e d w h e n p r e p a r i n g t r y p t o n e a g a r p l a t e s . T h e
s o l u t i o n w a s m a d e b y d i s s o l v i n g 10 g o f s t r e p t o m y c i n s u l f a t e a n d i n 5 0 m l o f d i s t i l l e d d e i o n i z e d
w a t e r
,
a n d v o r t e x i n g u n t i l t h e s a l t d i s s o l v e d . T h e s o l u t i o n w a s f i l t e r s t e r i h z e d b y p a s s i n g i t
t h r o u g h a 0 . 4 5- |i m v a c u u m f i l t e r u n i t . T h e s o l u t i o n w a s s t o r e d i n 5 0 - m l p o l y p r o p y l e n e t u b e s f o r
u p t o 1 m o n t h a t 4
° C .
M e d i a
M i n i m a l m e d i u m s u p p l e m e n t e d w i t h t r y p t o p h a n (M ST ) w a s u s e d a s g r o w t h m e d i u m f o r
t h e WP 2 (A ) s t r a i n T o m a k e t h i s s o l u t i o n , 2 0 m l o f SOX V B ME s a l t s , 1 0 m l o f 2 0% d e x t r o s e
s o l u t i o n
,
a n d 10 m l o f L - t r y p t o p h a n s o l u t i o n w e r e a d d e d t o 1 l i t e r o f c o l d , a u t o c l a v e d d i s t i l l e d
d e i n o n i z e d w a t e r . T h e m e d i u m w a s p o u r e d i n t o t w o , 5 0 0 - m l b o t t l e s a n d s t o r e d a t r o o m
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t e m p e r a t u r e f o r u p t o t w o m o n t h s .
T o p a g a r t u b e s f o r t h e p r o p h a g e
- i n d u c t i o n a s s a y w e r e m a d e b y d i s s o l v i n g 2 5 g
M g SO 4 - 7 H 20 a n d 7 g a g a r i n 1 h t e r o f w a t e r w i t h h e a t A C o r n w a l l s y r i n g e w a s u s e d t o d i s p e n s e
2 . 8 m l o f t h i s s o l u t i o n i n t o a p p r o x im a t e l y 36 0 1 3 - x 10 0 - m m s t e r i l e g l a s s t e s t t u b e s T u b e s a r e
c a p p e d , a u t o c l a v e d f o r 2 0 m i n a t 1 2 1
° C o n s l o w e x h a u s t
,
a n d s t o r e d a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r u p
t o t w o m o n t h s .
T r y p t o n e a g a r p l a t e s w e r e p r e p a r e d b y f i r s t a d d i n g 3 6 g o f a g a r , 3 0 g o f D i f c o t r y p t o n e ,
a n d 1 5 g s o d i u m c h l o r i d e (J . T . B a k e r ; St . L o u i s , M O ) t o 3 l i t e r s o f d i s t i l l e d d e i o n i z e d w a t e r a n d
h e a t i n g o n m e d i u m - h i gh h e a t u n t i l d i s s o l v e d . N e x t , t h e s o l u t i o n w a s a u t o c l a v e d f o r 2 0 m i n a t
1 2 r C o n s l o w e x h a u s t a n d t h e n p l a c e d i n a 4 8
° C w a t e r b a t h . A f t e r a b o u t 10 m i n , 1 5 m l o f
s t r e p t o m y c i n s o l u t i o n w a s a d d e d w h i l e t h e a g a r c o n t i n u e d t o c o o l F i n a l l y , u s i n g t h e a u t o m a t i c
p l a t e p o u r e r , 2 8 m l o f a g a r w e r e d i s p e n s e d p e r s t e r i l e 10 0 - x 1 5 - m m p e t r i d i s h e s P l a t e s w e r e
s t o r e d a t 4 ° C i n p l a s t i c s l e e v e s f o r u p t o t w o w e e k s
P r o c e d u r e f o r p r o p h a g e
- i n d u c t i o n
T h e n i g h t p r i o r t o t h e e x p e r i m e n t c u l t u r e s o f WP 2 s (A ) w e r e p r e p a r e d b y i n o c u l a t i n g o n e
c o l o n y f r o m t h e m a s t e r p l a t e i n t o 2 0 m l o f n u t r i e n t b r o t h . T h e c u l t u r e s w e r e a l l o w e d t o g r o w f o r
16 h a t 37 ° C i n a r o t a t i n g i n c u b a t o r T h e n e x t m o r n i n g t h e c u l t u r e i s d i l u t e d 1: 4 0 i n M S T , f o r
2 0 - m l t o t a l v o l u m e , a n d g r o w n t o m i d - l o g p h a s e (- 2 . 5 h ) i n t h e 3 7
°
C r o t a t i n g i n c u b a t o r . A 1 : 1
d i l u t i o n i n M ST w a s m a d e f r o m t h i s c u l t u r e a n d t h e c e l l d e n s i t y w a s m e a s u r e d o n a K l e t t
c o l o r i m e t e r I n c u b a t i o n w a s c o n t i n u e d u n t i l t h e c e l l d e n s i t y o f t h e 1 : 1 d i l u t e d s a m p l e m e a s u r e d
1 7 K l e t t u n i t s
,
o r a p p r o x i m a t e l y 2 x 1 0
^
c e l l s /m l I f t h e c e l l d e n s i t y w a s g r e a t e r t h a n 1 7 K U ,
2 7
t h e n 2 0 0 [i l o f t h i s c u l t u r e a r e d i l u t e d i n 2 0 m l o f f r e s h M S T a n d g r o w n f o r - 2 . 5 h o r u n t i l t h e
p r o p e r d e n s i t y w a s a c h i e v e d .
A f t e r r e a c h i n g t h e a p p r o p r i a t e d e n s i t y , 4 m l o f t h e c u l t u r e w a s p l a c e d i n a s t e r i l e
c e n t r i f u g e t u b e a n d c e n t r i f u g e d a t 1 0 , 0 0 0 r p m f o r 1 0 m i n . T h e s u p e r n a t a n t w a s p o u r e d o f f a n d
t h e p e l l e t w a s r e s u s p e n d e d i n 4 0 m l o f M ST T h i s y i e l d e d a f i n a l c o n c e n t r a t i o n o f 2 x 10
^
c e l l s / m ; t h i s c u l t u r e w a s k e p t o n i c e .
T o i n o c u l a t e t h e m i c r o t i t e r p l a t e , 2 5 0 |i l o f M ST w e r e p l a c e d i n t h e t o p r o w o f w e l l s i n a
9 6 - w e l l m i c r o t i t e r p l a t e (C o m i n g C o s t a r ; C o m i n g , N Y ) . T h e n , 1 5 0 |a l o f M S T w e r e p i p e t t e d i n t o
t h e r e m a i n i n g w e l l s . N e x t , 5 0 |i l o f t e s t c h e m i c a l , s o l v e n t o r p o s i t i v e c o n t r o l w e r e p l a c e d i n t h e
f i r s t r o w o f w e l l s . A m u l t i - c h a n n e l p i p e t t e r w a s u s e d t o p i p e t 15 0 |i l f r o m t h e f i r s t r o w o f w e l l s
i n t o t h e n e x t r o w . F r o m t h i s s e c o n d r o w , 15 0 |i l w e r e t h e n p i p e t t e d i n t o t h e n e x t r o w a n d s o o n
d o w n t h e m i c r o t i t e r p l a t e , c r e a t i n g 1 : 1 s e r i a l d i l u t i o n s o f t h e c o m p o u n d s o f i n t e r e s t T h e
d i l u t i o n s w e r e c a r r i e d o n t o a s e c o n d a n d t h i r d p l a t e , a n d t h e f i n a l 15 0 [i l w e r e d i s c a r de d .
U s i n g t h e m u l t i - c h a n n e l p i p e t t e r , 7 5 |a l o f l o g - p h a s e W P 2 s (A) d i l u t e d t o 2 x 10
^
c e l l s /m l
w e r e c a r e f u l l y p l a c e d i n e a c h w e l l . F i n a l l y , 2 5 |a l o f M S T o r S 9 m i x w e r e a d d e d t o e a c h w e l l .
E a c h p l a t e i s a g i t a t e d f o r 3 0 s e c o n a m i c r o p l a t e m i x e r a n d t h e n c o v e r e d w i t h 4 l a y e r s o f p l a s t i c
w r a p , c o v e r e d w i t h t h e h d , a n d i n c u b a t e d f o r 2 0 h a t 3 7
° C .
T h a t s a m e d a y a n o v e rn i g h t c u l t u r e o f T H - 0 0 8 w a s p r e p a r e d b y i n o c u l a t i n g o n e c o l o n y
f r o m t h e m a s t e r p l a t e i n t o 2 0 m l o f n u t r i e n t a g a r T h e c u l t u r e s w e r e a l l o w e d t o g r o w f o r 1 6 h i n
a 37 ° C r o t a t i n g i n c u b a t o r . T h e n e x t d a y t h e c u l t u r e w a s d i l u t e d 1 : 4 0 i n s t e r i l e n u t r i e n t b r o t h t o a
f i n a l v o l u m e o f 2 0 m l . l OO- ^ i l s t r e p t o m y c i n s o l u t i o n (20 0 m g/ m l ) w a s a d d e d t o t h e c u l t u r e , a n d
i t w a s i n c u b a t e d w i t h r o t a t i o n a t 3 7
°
C u n t i l a 1 : 1 d i l u t i o n i n n u t r i e n t b r o t h r e a d 17 K U . T h i s
2 8
c u l t u r e w a s k e p t o n i c e
T h e w e l l s o f t h e m i c r o t i t e r p l a t e a r e s c o r e d f o r t u r b i d i t y , a n d t h e f i r s t f i v e w e l l s b e l o w t h e
l o w e s t c l e a r w e l l w e r e s am p l e d b y p l a c i n g 5 0 |i l i n t o 5 m l o f M S T i n s t e r i l e 3 0 - x 1 0 0 - g l a s s
t u b e s . T h e d i l u t e d p h a g e w e r e v o r t e x e d , a n d 10 0 ja l w e r e p i p e t t e d i n t o a m o l t e n a g a r t u b e a l o n g
w i t h 2 0 0 p i o f T H - 0 0 8 i n d i c a t o r c e l l s (p r e p a r e d a s a b o v e ) T h e t u b e w a s v o r t e x e d a n d p o u r e d
o n t o a t r y p t o n e a g a r p l a t e , a n d e a c h w e l l w a s p l a t e d i n d u p l i c a t e . A f t e r t h e t o p l a y e r o f a g a r
h a r d e n e d o n t h e p l a t e , t h e c o v e r e d p l a t e s w e r e p l a c e d r i gh t
- s i d e - u p i n a 3 7
°
C i n c u b a t o r a n d l e f t
o v e r n i gh t T h e n e x t d a y p l a q u e s w e r e c o u n t e d m a n u a l l y .
S i n g l e C e l l G e l E l e c t r o p h o r e s i s (C o m e t A s s a y )
C h e m i c a l s
T e s t c h e m i c a l s w e r e p r e p a r e d b y d i l u t i o n i n D M SO a s t h e y w e r e f o r t h e Sa l m o n e l l a p l a t e -
i n c o r p o r a t i o n a s s a y s , a n d u s e d s u c h t h a t t h e f i n a l c o n c e n t r a t i o n o f D M SO w a s 1% . C o n c u r r e n t
1 % D M SO s o l v e n t c o n t r o l s a n d a p o s i t i v e c o n t r o l o f 1 0 p M m e t h y l m e t h a n e s u l f o n a t e (S i gm a ;
St . L o u i s , M O ) w e r e a l s o u s e d i n e a c h e x p e r i m e n t .
S o l u t i o n s
A 1% s o l u t i o n o f n o r m a l - m e l t i n g a g a r o s e (Si gm a ; St . L o u i s , M O ) w a s p r e p a r e d b y
d i s s o l v i n g 7 5 m g i n 7 5 m l o f d e i o n i z e d w a t e r a n d di s s o l v i n g w i t h h e a t i n t h e m i c r o w a v e f o r
a p p r o x i m a t e l y 1 m i n . T h e a g a r o s e w a s p o u r e d i n t o a p r e - w a r m e d C o p l i n j a r i n a 3 7
°
C w a t e r
b a t h a n d w a s u s e d f o r p r e
- c o a t i n g t h e s l i d e s t o b e u s e d i n t h e a s s a y . A s o l u t i o n o f 0 5 3% l o w -
m e l t i n g a g a r o s e f r o m B o e h ri n g e r M a n n h e im B i o c h e m i c a l s (G e r m a n y) w a s p r e p a r e d i n a
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s c i n t i l l a t i o n v i a l u s i n g D u l b e l c o
'
s p h o s p h a t e b u f f e r e d s a h n e (P B S ) f r o m G i b c o B R L / L i f e
T e c h n o l o g i e s (G r a n d I s l a n d , N Y ) . T h e l o w - m e l t a g a r o s e w a s k e p t i n s o l u t i o n i n a 3 7
°
C w a t e r
b a t h u n t i l u s e d t o p r e p a r e t h e s l i d e s .
O n e l i t e r o f l y s i s b u f f e r w a s p r e p a r e d b y a d d i n g t h e f o l l o w i n g c o m p o n e n t s t o d e i o n i z e d
w a t e r : 1 4 1 . 6 g s o di u m c h l o r i de (Si g m a , St L o u i s , M O ), 10 0 m l o f 1 0 - M E D T A d i s o d i u m s a l t
s o l u t i o n
,
1 0 m l o f 1 0 - M T r i s
,
a n d 10 g o f N - l a u r o y l s a r c o s i n e s o d i u m s a l t T h i s f i n a l
c o n c e n t r a t i o n s i n t h e s o l u t i o n w e r e 2 . 5 - M N a C l , 1 0 0 - m M E D T A , 1 0 - m M t r i s , a n d 1 % s o d i u m
s a r c o s i n e . T h e s o l u t i o n i s b r o u g h t t o pH 10 u s i n g 10
- M N a O H o r c o n c e n t r a t e d H C l (F i s h e r
S c i e n t i f i c ; F a i r L a w n , N J ) a n d s t o r e d f o r u p t o t w o w e e k s a t r o o m t e m p e r a t u r e . Ju s t b e f o r e u s e ,
10 m l o f T r i t o n X - 1 0 0 (S i g m a , S t L o u i s , M O ) w e r e a d d e d t o a c h i e v e 1 % T r i t o n , a n d t h e
s o l u t i o n w a s c h i l l e d t o 4
°
C L O- M E D T A i s p r e p a r e d b y t h e a d di t i o n o f 3 7 2 2 g o f t h e d i s o d i u m
s a l t (S i g m a ; S t . L o u i s , M O ) t o 1 h t e r o f d i s t i l l e d w a t e r a n d h e a t i n g t o d i s s o l v e . T h e 1 . 0 - M T r i s
s o l u t i o n w a s a l s o p r e p a r e d i n a d v a n c e b y d i s s o l v i n g 12 1 g i n 5 0 0 m l o f d e i o n i z e d w a t e r . F i n a l l y ,
a s t o c k o f 1 0 - M N a O H i s p r e p a r e d b y d i s s o l v i n g 8 0 0 g o f t h e p e l l e t s f r o m F i s h e r S c i e n t i f i c (F a i r
L a w n , N J ) i n 2 l i t e r s o f d e i o n i z e d w a t e r .
T h e b u f f e r u s e d f o r d e n a t u r i n g a n d e l e c t r o p h o r e s i s i s p r e p a r e d t h e d a y o f t h e e x p e r i m e n t
b y t h e a d d i t i o n o f 3 0 m l o f 1 0 - M N a O H a n d 1 m l o f 1 0 - M E D T A p e r l i t e r t o d e i o n i z e d w a t e r I t
i s c h i l l e d p r i o r t o u s e . N e u t r a l i z i n g b u f f e r w a s p r e p a r e d b y d i s s o l v i n g 24 . 2 2 g o f T ri s i n 50 0 m l
o f d e i o n i z e d w a t e r f o r a f i n a l c o n c e n t r a t i o n o f 0 . 4 - M T ri s C o n c e n t r a t e d H C l w a s u s e d t o bri n g
t h e pH t o 7 5 . I t w a s s t o r e d f o r u p t o t w o w e e k s .
S t a i n s a r e a l s o p r e p a r e d i n a d v a n c e T o p r e p a r e t h e v i a b i l i t y s t a i n , 1 0 m l o f 2 5 ^ g / m l
e t h i d i u m br o m i d e (E t B r ) f r o m Si gm a (S t L o u i s , M O ) a n d 1 0 m l o f 4 0 |i g /m l 5 , 6 -
3 0
c a r b o x y fl u o r e s c e i n d i a c e t a t e (C F D A ) f r o m M o l e c u l a r P r o b e s (E u g e n e , O R ) w e r e m i x e d t o g e t h e r
i n a l i g h t - b l o c k i n g v i a l T h e s t a i n w a s s t o r e d a t - 2 0
°
C . F i n i s h e d c o m e t s l i d e s w e r e s t a i n e d w i t h
10 X Sy b r G r e e n f r o m M o l e c u l a r P r o b e s (E u g e n e , O R ) . A l OX w o r k i n g s o l u t i o n w a s p r e p a r e d
b y d i l u t i n g t h e 1 0 , 0 0 0 X c o n c e n t r a t e i n d e i o n i z e d w a t e r a n d s t o r i n g i n 1 - m l a l i q u o t s i n a l i g h t
b l o c k i n g b o x a t - 2 0
° C
T h e m e d i a u s e d f o r c e l l c u l t u r e w a s p r e p a r e d b y f i l t e r i n g 4 5 0 m l o f D u l b e c c o
'
s m o d i f i e d
E a g l e m e d i u m (d M E M ) f r o m G i b c o B R L / L i f e T e c h n o l o g i e s (G r a n d I s l a n d , N Y ) a n d 5 0 m L o f
f e t a l b o v i n e s e r u m (F B S ) a l s o f r o m G i b c o (G r a n d I s l a n d , N Y ) th r o u gh a N a l g e n e ® 0 . 7 5 - m m
f i l t e r u n i t f r o m P G C S c i e n t i f i c (F r e d e ri c k , M D ) .
L y m p h o b l a s t o i d C e l l C u l t u r e
F r o z e n l ym p h o b l a s t o i d c e l l s w e r e o b t a i n e d f r o m C o ri e l l C e l l R e p o s i t o ri e s (C a m d e n , N J )
a n d b r o u g h t u p i n p r e - w a r m e d R P M I m e d i a t o a c o n c e n t r a t i o n o f n o l e s s t h a n 2 x 1 0
^
v i a b l e
c e l l s / m l i n a N u n c ^ ' ^ T 7 5 c u l t u r e f l a s k f r o m F i s h e r S c i e n t i f i c (F a i r L a w n , N J ) C e l l s w e r e r e f e d
o r s p l i t e v e r y 3 - 4 d a y s i n o r d e r t o o b t a i n t h e d e s i r e d c e l l n u m b e r a n d t h e o p t i m a l c o n c e n t r a t i o n .
A l l f l a s k s w e r e s t o r e d u p ri g h t a t 3 7
° C a n d a t 5% C O j F o r t r e a tm e n t , c e l l s w e r e t r a n s f e r r e d t o
1 . 5 m l e p p e n d o r f t u b e s F r e s h m e d i a w a s f e d t o t h e f l a s k t o m a i n t a i n t h e v o l u m e
C e l l d e n s i t y w a s d e t e r m i n e d o n a m o de l Z B j C u r t i s M a t h e s o n C o u l t e r ^ ' ^ c o u n t e r . A 1- m l
a l i q u o t o f r e s u s p e n d e d c e l l s w a s d i l u t e d i n 9 m l o f I s o F l o w s h e a t h s o l u t i o n (C o u l t e r C o r p o r a t i o n ,
M i a m i
,
F L ) , a n d a r e a d i n g o f t h e n u mb e r o f c e l l s/ p a r t i c l e s w a s t a k e n . T h i s i n f o rm a t i o n w a s u s e d
t o c a l c u l a t e t h e a p p r o p ri a t e v o l u m e s f o r f r e e z i n g a n d f o r t h e c o m e t a s s a y
3 1
C e l l V i a b i l i t y
T o p e r f o r m t h e v i a b i l i t y t e s t o f c e l l s u s e d i n t h e c o m e t a s s a y , 50 |i l o f t h e v i a b i l i t y s t a i n
(E t B r / C E D A ) w e r e a d de d t o 2 0 0 [ i \ o f c e l l s (~ 2 x 1 0
^
c e l l s / m l ) i n a s m a l l e p p e n d o r f t u b e . T h i s
m i x t u r e w a s a l l o w e d t o s i t f o r 2 m i n b e f o r e b e i n g c e n t r i f u g e d f o r 5 m i n a t 5 0 0 x g . T h e
s u p e r n a t a n t w a s r e m o v e d c a r e f u l l y , c e l l s w e r e r e s u s p e n d e d i n 5 0 0 |a l o f P B S a n d t h e n
c e n t r i f u g e d a g a i n f o r 5 m i n u t e s a t 5 0 0 x g . A f t e r t h i s w a s h t h e s u p e r n a t a n t w a s a g a i n r e m o v e d
a n d c e l l s w e r e r e s u s p e n d e d i n P B S t o a c o n c e n t r a t i o n o f ~ 2 x 1 0
^
c e l l s / m l . T o v i s u a l i z e
,
4 0 \ i \ o f
c e l l s w e r e m o u n t e d o n a s l i d e a n d v i e w e d a t 4 8 8 - n m f l u o r e s e n c e w i t h a n 13 - o r f lu o r e s c e i n - f i l t e r .
L i v e c e l l s s t a i n e d gr e e n , a n d d e a d c e l l s a p p e a r e d r e d A p p r o x i m a t e l y 2 0 0 c e l l s w e r e c o u n t e d t o
o b t a i n a v i a b i l i t y v a l u e .
P r o c e d u r e f o r c o m e t a s s a y
S l i d e s a r e p r e c o a t e d w i t h 1% n o r m a l - m e l t i n g a g a r o s e b y d i p p i n g F i s h e r b r a n d
(P i t t s b u r g h , P A ) 3 - x 1 - x 1 - mm p r e c l e a n e d f r o s t e d m i c r o s c o p e s l i d e s i n t h e m o l t e n a g a r o s e u p t o
h a l f t h e l e n g t h o f t h e f r o s t i n g . S l i d e s w e r e r e m o v e d s t e a d i l y , s c r a p i n g t h e a g a r o s e f r o m t h e b a c k
o f t h e s l i d e A f t e r a l l o w i n g a g a r o s e t o d r y s l i d e s w e r e p l a c e d o n a 5 0
° C s l i d e - w a r m e r u n t i l
c o m p l e t e l y d r y .
I n a sm a l l e p p e n d o r f t u b e , 1 9 0 |i l o f 0 . 5 3 % l o w - m e l t a g a r o s e w e r e a d d e d t o 10 |i l o f c e l l
s u s p e n s i o n . N e x t , 9 0 \x \ o f t h i s s u s p e n s i o n w e r e i m m e d i a t e l y d i s p e n s e d o n t o a p r e - c o a t e d s l i de
a n d c o v e r e d w i t h a 2 4 - x 50 - m m c o v e r gl a s s f r o m E r i e S c i e n t i f i c C o m p a n y (P o r t s m o u t h , N H )
T h i s w a s r e p e a t e d w i t h a r e p l i c a t e s l i d e a n d t h e n f o r a l l s a m p l e s S l i d e s w e r e p l a c e d o n a s l i d e
t r a y o v e r i c e t o a l l o w t h e a g a r o s e t o h a r d e n . A f t e r h a r d e n i n g , t h e c o v e r g l a s s w a s c a r e f u l l y
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r e m o v e d b y s l i d i n g i t l a t e r a l l y . A n a d d i t i o n a l 9 0 |i l o f 0 5 3 % l o w m e l t a g a r o s e w e r e d i s p e n s e d
o n t o e a c h s l i d e (o n e a t a t i m e ) a n d a n o t h e r c o v e r g l a s s w a s p l a c e d o n t o p A g a i n , t h e s l i d e s w e r e
p l a c e d o n a t r a y o v e r i c e u n t i l t h e a g a r o s e h a r d e n e d , a t w hi c h p o i n t t h e c o v e r g l a s s w a s c a r e f u l l y
r e m o v e d
S l i d e s w e r e p l a c e d i n i c e c o l d l y s i s b u f f e r f o r o n e h o u r , r i n s e d b r i e f l y w i t h P B S , a n d t h e n
t r a n s f e r r e d t o a n e l e c t r o p h o r e s i s b o x T h e y w e r e c o v e r e d w i t h c o l d d e n a t u r i n g / e l e c t r o p h o r e s i s
b u f f e r a n d a l l o w e d t o s i t f o r 2 0 m i n b e f o r e a p p l y i n g 2 5 V f o r 2 0 m i n T h e c u r r e n t w a s a dj u s t e d
t o 3 0 0 m A b y a d d i n g o r r e m o v i n g b u f f e r F o l l o w i n g e l e c t r o p h o r e s i s , s l i d e s w e r e r e m o v e d a n d
r i n s e d 3 t i m e s , f o r 5 m i n e a c h , i n n e u t r a U z i n g b u f f e r F i n a l l y s l i d e s w e r e i m m e r s e d i n 9 5 %
e t h a n o l (A A P E R A l c o h o l a n d C h e m i c a l C o r p o r a t i o n ; S h e l b y v i l l e , K Y ) f o r 2 m i n a n d a l l o w e d t o
a i r d r y b e f o r e v i s u a l i z a t i o n I n o r d e r t o p r e v e n t b i a s i n t h e s c o r i n g p r o c e s s s l i d e s w e r e b l i n d e d b y
a p e r s o n n o t i n v o l v e d w i t h t h e a n a l y s i s b y p l a c i n g a s t i c k e r o v e r t h e n u m b e r o f t h e t r e a t m e n t
g r o u p o n t h e c o m e t s l i d e a n d g i v i n g i t a n e w i d e n t i f i e r A f t e r b l i n d i n g , s l i d e s w e r e s t a i n e d w i t h
4 0 |i l o f l OX S y b r G r e e n , c o v e r e d w i t h a 2 4 - x 5 0 - m m c o v e r g l a s s , a n d v i e w e d a t 4 8 8 n m
K o m e t 5 . 0 s o f t w a r e f r o m K i n e t i c I m a gi n g L i m i t e d (N Y ) w a s u s e d t o c o l l e c t c o m e t d a t a
R e s u l t s
P l a t e - I n c o r p o r a t i o n D a t a
1
, 3 - D i c h l o r o p r o p a n e ( 1 , 3 - D C P ) , 2 , 2 - d i c h l o r o p r o p a n e (2 , 2 - D C P ) , a n d 1 , 1 -
d i c h l o r o p r o p e n e ( 1 , 1 - D CP e ) w e r e t e s t e d i n S a lm o n e l l a s t r a i n s T A 9 8 , T A I OO, T A 10 4 , T A 15 3 5 ,
R S J I OO
,
a n d G ST T l - 1 . R e s u l t s f o r t h e c y t o t o x i c i t y o f e a c h c h e m i c a l i n a l l o f t h e s t r a i n s t e s t e d
a r e s h o w n i n T a b l e 4 C y t o t o x i c i t y w a s a c h i e v e d a t 1 0 - 2 0 m g / p l a t e w i t h 1 , 3 - D CP a n d 2 , 2
-
D C P ; t h e r e w a s n o t a c o n s i s t e n t d i f f e r e n c e w h e n t e s t e d i n t h e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f S 9 m i x , n o r
w a s t h e r e a n o t a b l e d i f f e r e n c e i n t h e c y t o t o x i c d o s e b e t w e e n t h e s t r a i n s t e s t e d h e r e O v e r a l l , 1 , 1
-
D CP e w a s m o r e c y t o t o x i c t h a n 1 , 3
- D C P a n d 2
,
2 - D C P . I n s t r a i n s T A 1 5 3 5
,
R S J I OO a n d G S T T l
T a b l e 4
C y t o t o x i c i t y o f 1, 3 - D C P , 2 , 2 - D C P a n d 1 , 1 - D C P e i n S a lm o n e l l a
' '
L o w e s t c y t o t o x i c d o s e (m g / p l a t e )
''
S t r a i n
1 , 3 - D C P 2 , 2 - D C P 1 , 1 - D C P e
T A 9 8 2 . 0 2 . 0 2 . 0 / 1 0
T A I OO 2 . 0 2 . 0 1 0 / 0 50
T A 10 4 2 . 0 2 . 0 7 1 . 0 2 . 0 7 0 . 5 0
T A 15 3 5 2 0 / 1 0 1 . 0 1 0
R S J I OO 2
. 0 2 0 1 . 0
G S T T l L O Z O 1 . 0
T r e - i n c u b a t i o n a s s a y w i t h s c r e w - c a p v i a l s ; c y t o t o x i c i t y w a s m e a s u r e d b y a r e d u c t i o n i n t h e
n u m b e r o f s p o n t a n e o u s r e v e r t a n t s a n d / o r a r e d u c t i o n i n b a c t e r i a l l a w n g r o w t h .
'T h e l o w e s t c y t o t o x i c d o s e u s u a l l y d i d n o t d i f f e r i n t h e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f S 9 . W h e n i t d i d ,
r e s u l t s a r e r e p o r t e d a s + S 9 / - S 9 .
'^ H i g h e s t d o s e t e s t e d , n o t c y t o t o x i c .
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1 , 1 - D C P e w a s c y t o t o x i c a t 1 . 0 m g / p l a t e a n d w a s n o t d e p e n d e n t o n S 9 . I n T A 9 8 1 , 1 - D C P e w a s
c y t o t o x i c a t 2 . 0 m g / p l a t e i n t h e p r e s e n c e o f S 9 a n d a t 1 . 0 m g /p l a t e i n t h e a b s e n c e o f S 9 I n
T A I OO 1 , 1 - D C P e w a s c y t o t o x i c a t 1 . 0 m g /p l a t e i n t h e p r e s e n c e o f S 9 a n d a t 0 5 m g / p l a t e i n t h e
a b s e n c e o f S 9 I n T A 10 4 c y t o t o x i c i t y w a s n o t a c h i e v e d f o r 1 , 1
- D C P e i n t h e p r e s e n c e o f S 9 , b u t
i n t h e a b s e n c e o f S 9 , c y t o t o x i c i t y w a s a c h i e v e d a t 0 . 5 m g/ p l a t e T h e s e d i f f e r e n c e s a r e m o s t
l i k e l y d u e t o a p r o t e c t i v e e f f e c t o f S 9 ( e g . n o n - s p e c i f i c b i n d i n g ) o n t h e e f f e c t s o f 1 , 1 - D C P e .
F o r t h e m o s t p a r t , 1 , 3 - D CP , 2 , 2 - D C P a n d 1 , 1- D CP e di d n o t r e v e r t t h e s t r a i n s u s e d h e r e .
1 , 3 - D C P w a s w e a k l y p o s i t i v e i n T A 15 3 5 a n d G ST T l . O n l y 1 , 1 - D CP e g a v e a s t r o n g p o s i t i v e
T a b l e 5
M u t a g e n i c i t y o f 1, 3 - D C P , 2 , 2 - D C P a n d 1 , 1 - D C P e i n S a lm o n e l l a
O v e r a l l R e s p o n s e (+ S 9 / - S 9 )
'
St r a i n
1
,
3 - D CP 2
,
2 - D C P 1
,
1 - D C P e
T A 9 8 - / - - / - - / -
T A I OO - / - - / - - / -
T A 10 4 - / - - / - - / -
T A 1 53 5 w + / - - / - - / -
R S J I OO - / - - / - + / + ' '
G S T T l w + / - - A + / +
" A p o s i t i v e r e s p o n s e ( + ) w a s o b t a i n e d i f a t w o - f o l d o r g r e a t e r n u m b e r o f r e v e r t a n t s o v e r t h e
s p o n t a n e o u s n u m b e r w a s s e e n , i n a d o s e - d e p e n d e n t f a s h i o n . A w e a k p o s i t i v e (w
- h ) i n d i c a t e s a
t w o - f o l d o r g r e a t e r r e s p o n s e w a s s e e n a t s o m e d o s e s , b u t n o d o s e r e s p o n s e w a s s e e n
' ' N o t e , a l l c h e m i c a l s w e r e t e s t e d i n a l l s t r a i n s l i s t e d h e r e i n t h e s t a n d a r d p l a t e - i n c o r p o r a t i o n
a s s a y a n d i n t h e p r e - i n c u b a t i o n a s s a y b o t h w i t h a n d w i t h o u t s c r e w - c a p v i a l s . T h e p o s i t i v e
r e s u l t s s e e n i n R S J I OO w e r e s e e n o n l y i n t h e p r e - i n c u b a t i o n a s s a y w i t h s c r e w - c a p v i a l s .
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F i gu r e 3 . D o s e - r e s p o n s e c u r v e f o r 1, 1- d i c h l o r o p r o p e n e i n Sa lm o n e l l a s t r a i n R S J I OO
O p e n d i a m o n d s s h o w t h e r e s p o n s e i n t h e a b s e n c e o f S 9 ; f i l l e d b o x e s s h o w t h e r e s p o n s e i n t h e p r e s e n c e o f S9
Wi th o u t S9
0 . 0 0 0 . 2 0 0 . 40 0 . 60
D o s e (u g )
0 . 80 1. 00 1 . 20
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r e s u l t s , a n d o n l y i n R SJ I OO (T a b l e 5 ) . T h i s s u g g e s t s t h a t 1 , 1 - D C P e c a n b e a c t i v a t e d t o a p o i n t -
m u t a g e n b y t h e r a t G S T T l - 1 e n z y m e . I n t e r e s t i n g l y , 1 , 1 - D C P e d i d n o t r e v e r t t h e s t r a i n G ST T l ,
t h e s t r a i n t h a t c o n t a i n e d t h e h o m o l o g o u s h u m a n g e n e , t o t h e s a m e d e g r e e (t h e p o t e n c y o f 1 , 1 -
D C P e i n G S T - T l w a s 8 r e v e r t a n t s / ^ g ) T h e d o s e - r e s p o n s e c u r v e f o r 1 , 1 - D C P e i n R S J I OO i s
s h o w n i n F i g 3 a n d w a s u s e d t o c a l c u l a t e t h e p o t e n c y f r o m a l i n e a r r e gr e s s i o n o f t h e s l o p e o f t h e
l i n e a r p o r t i o n o f c u r v e (T a b l e 6 ) I n t h e p r e s e n c e o f S 9 t h e p o t e n c y o f 1 , 1 - D C P e i n S 9 w a s 4 , 5 3 3
r e v e r t a n t s / |i g , a n d i n t h e a b s e n c e o f S 9 t h e p o t e n c y w a s 4 , 60 8 r e v e r t a n t s / |a g T h e s e v a l u e s a r e
s i m i l a r a n d s h o w t h a t t he m u t a g e n i c i t y o f 1 , 1 - D C P e w a s n o t de p e n d e n t o n t h e p r e s e n c e o f t h e
e n z y m e s a v a i l a b l e i n t h e S 9 f r a c t i o n .
T a b l e 6
M u t a g e n i c i t y o f 1 , 1 - d i c h l o r o p r o p e n e i n R SJ I OO
R e v e r t a n t s / p l a t e (f o l d i n c r e a s e )
" ' ' '
D o s e (|i g /p l a t e )
+ S 9 - S9
0 10 . 2 (1 . 0 ) 9 . 7 ( 1 . 0 )
0 . 0 5 3 5 1 (34 . 4 ) 3 7 1 . 0 (3 8 . 4 )
0 . 1 0 4 7 1 (4 6 2 ) 4 6 2 . 5 (4 7 9 )
0 . 2 5 2 6 1 (2 5 . 5 ) 4 17 5 (4 3 . 2 )
0 . 50 2 18 (2 1 . 4 ) 3 19 0 (3 3 0 )
1 . 0 0 2 17 . 0 (2 2 5 )
'^
T h e f o l d i n c r e a s e w a s o b t a i n e d b y d i v i d i n g t h e n u m b e r o f r e v e r t a n t s a t a g i v e n d o s e b y t h e
n u m b e r o f s p o n t a n e o u s r e v e r t a n t s (a t 0 |i g / p l a t e )
^ M u t a g e n i c p o t e n c y (r e v e r t a n t s / |i g ) w a s c a l c u l a t e d b y l i n e a r r e g r e s s i o n o f t h e d o s e - r e s p o n s e
c u r v e a n d i s t h e s l o p e o f t h i s l i n e . I n t h e p r e s e n c e o f S 9 t h e p o t e n c y w a s 4 , 5 3 3 r e v / |i g ; i n t h e
a b s e n c e o f S 9 t h e p o t e n c y w a s 4 , 6 0 8 r e v /p g
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F i g u r e 4 . D o s e - r e s p o n s e c u r v e s f o r 1 , 3 - D C P , 2 , 2 - D C P , a n d 1 , 1- D C P e i n t h e p r o p h a g e - i n d u c t i o n a s s a y
"
"
A s i n g l e e x p e r i m e n t i s s h o w n f o r e a c h c o m p o u n d t o i l l u s t r a t e t h e t r e n d s e e n i n m u l t i p l e r e p e a t s . F i l l e d d i am o n d s s h o w t h e c u r v e f o r
1 , 1 - D C P e , f i l l e d b o x e s r e p r e s e n t t h e c u r v e f o r 2 , 2 - D C P , a n d f i l l e d t r i a n g l e s f o r 1 , 3 - D C P N o t e t h a t 1 , 1 - D C P e r e s p o n d s i n t h e
p r e s e n c e o f S 9 m i x , w h e r e a s 1 , 3 - D C P a n d 2 , 2 - D C P i s s h o w n i n t h e a b s e n c e o f S 9 m i x .
5 0 0
4 0 0
J 3 3 0 0
o
- a 2 0 0
10 0
1
,
1 - d i c h l o r o p r o p e n e w i t h S9
1 , 3 - d i c h l o r o p r o p a n e
w i t h o u t S9 2 , 2
- d i c h l o r o p r o p a n e
w i t h o u t S9
D o s e ( m M )
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P r o p h a g e
- I n d u c t i o n D a t a
O v e r a l l t h e s e c h e m i c a l s w e r e w e a k i n d u c e r s o f p r o p h a g e X (T a b l e 7 ) H o w e v e r ,
s p u ri o u s r e s u l t s f o r 1 , 3 - D C P a n d 2 , 2 - D C P i n t h e a b s e n c e o f S 9 , w h i c h c o n t a i n e d t h e o c c a s i o n a l
r e s p o n s e o f a g r e a t e r t h a n 3 - f o l d i n d u c t i o n o f p r o p h a g e , l e d t o t h e i r d e s i g n a t i o n a s w e a k l y
p o s i t i v e i n t h i s a s s a y T h e p o s i t i v e r e s p o n s e s s e e n f o r t h e s e c h e m i c a l s w e r e r e p e a t a b l e , b u t w i t h
v a r y i n g d e g r e e s o f i n d u c t i o n a n d a t v a r y i n g d o s e s . T h e p o t e n c y f o r 1 , 3 - D C P a n d 2 , 2 - D C P w e r e
b a r e l y d e t e c t a b l e a t 1 . 2 a n d 1 3 P F U / m M , r e s p e c t i v e l y 1 , 1 - D C P e w a s t h e s t r o n g e s t i n d u c e r o f
p r o p h a g e , w o r k i n g i n t h e p r e s e n c e a n d a b s e n c e o f S 9 , a n d w i t h a p o t e n c y o f ~ 3 0 P FU /m M . T h e
d o s e - r e s p o n s e c u r v e s a r e s h o w n i n F i g 4 .
T a b l e 7
G e n o t o x i c i t y o f 1 , 3 - D C P , 2 , 2 - D C P a n d 1 , 1 - D C P e i n t h e p r o p h a g e - i n d u c t i o n a s s a y
L o w e s t c y t o t o x i c d o s e
"
(m M ) O v e r a l l r e s p o n s e
' '
(p o t e n c y )
' '
C h e m i c a l
+ S 9 - S 9 + S 9 - S 9
1 , 3 - D C P 4 4 . 3 2 2 . 2 - w + (1 . 2 )
2
,
2 - D C P 4 4 . 3 1 1 1 - w - i - ( 1 3 )
1
,
1 - D C P e 4 5 . 0 1 1 . 2 5 + (3 5 . 5 ) w + (2 0 . 3 )* ^
" T h e l o w e s t d o s e a t w h i c h n o g r o w t h w a s v i s i b l e a f t e r 1 6 h i n c u b a t i o n i n t h e m i c r o t i t e r p l a t e
"
" A p o s i t i v e r e s p o n s e (+ ) w a s a s s i g n e d i f t h e n u m b e r o f i n d u c e d P F U /p l a t e w a s > 3 a n d a d o s e -
r e s p o n s e w a s p r e s e n t . W e a k l y p o s i t i v e (w + ) m e a n s t h a t a t s o m e d o s e s a 3 - f o l d o r g r e a t e r
n u m b e r o f P F U w a s s e e n , b u t t h e r e w a s n o d o s e - r e s p o n s e , o r t h e d o s e a t w h i c h t h i s l e v e l o f
r e s p o n s e w a s s e e n w a s i n c o n s i s t e n t .
' ^
P o t e n c y (PF U / m M ) w a s c a l c u l a t e d b y r e g r e s s i o n o f t h e h n e a r p o r t i o n o f t h e d a t a a n d i s t h e
s l o p e o f t h i s c u r v e
' '
T h e o v e r a l l r e s p o n s e w a s d e s i g n a t e d w e a k p o s i t i v e b e c a u s e n o t a l l o f t h e c r i t e r i a f o r a
p o s i t i v e r e s p o n s e w e r e m e t i n e a c h e x p e r i m e n t (s e e r a w d a t a , a p p e n d i x A ) .
L y m p h o b l a s t o i d V i a b i l i t y & D a t a
I n i t i a l t e s t i n g i n h u m a n l y m ph o b l a s t o i d c e l l s s u g g e s t s t h a t 1 , 1 - D C P e i s l e s s c y t o t o x i c t h a n
t h e m o d e l c h e m i c a l , 1 , 3 - D C P e (F i g u r e 5) H o w e v e r , t he e f f e c t i s m i n i m a l w i t h b o t h c h e m i c a l s
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F o r 1 , 1 - D C P e a 2 - h e x p o s u r e a t d o s e s u p t o l OmM t h e r e w a s n o a p p r e c i a b l e k i l l i n g A t t h e s a m e
e x p o s u r e l e v e l s f o r 1 , 3 - D C P e , l y m p h o b l a s t o i d v i a b i l i t y d r o p p e d t o 5 0 % o f c o n t r o l a f t e r a 2 - h
t r e a t m e n t a t t h e h i g h e s t d o s e , 1 0 m M . N o a p p r e c i a b l e d i f f e r e n c e i n s u r v i v a l o f l y m p h o b l a s t o i d s
e x p o s e d t o t h e n e x t h i g h e s t d o s e o f 1 , 3
- D C P e w a s s e e n
T h e c o m e t a s s a y s h o w e d t h a t n e i t h e r 1 , 1 - D C P e n o r 1 , 3 - D C P e p r o d u c e d d a m a g e t h a t
c a u s e d s t r a n d b r e a k s m e a s u r a b l e b y t he c o m e t a s s a y . F o r l y m p h o b l a s t o i d s t r e a t e d w i t h 1 , 1 - D C P e
t h e 1 0 m M t r e a tm e n t w a s n o t c y t o t o x i c , b u t t h e r e w e r e n o c o m e t s t h a t c o u l d b e s c o r e d . R a t h e r ,
t h e c e l l s a p p e a r e d a s d i f f u s e c l o u d s a t t h e e n d o f t h e p r o c e d u r e , i n d i c a t i n g t h a t t h e r e w a s s o m e
D N A d a m a g e , b u t n o t t h e k i n d t h a t w i l l p r o d u c e a c o m e t A t t h e n e x t l o w e s t d o s e o f 1 , 1 - D C P e ,
5 m M , s c o r a b l e c o m e t s w e r e p r o d u c e d , b u t t h e m e a n t a i l D N A w a s q u a l i t a t i v e l y n o d i f f e r e n t
f r o m c o n t r o l . 1 , 3 - D C P e h a d a s i m i l a r e f f e c t o n t h e l y m p h o b l a s t o i d s A d i f f u s e
"
c l o u d " w a s
p r o d u c e d i n t h e c o m e t a s s a y f o r c e l l s t r e a t e d w i t h d o s e s r a n gi n g f r o m 2 5 0 |i M t o 10 m M B e l o w
t h i s s c o r a b l e c o m e t s w e r e p r o d u c e s , b u t a g a i n , t h e m e a n t a i l D N A w a s q u a l i t a t i v e l y n o d i f f e r e n t
f r o m c o n t r o l .
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,
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D o s e (m M )
10 IVIM S
D i s c u s s i o n
G S T T l - 1 d e p e n d e n t a c t i v a t i o n o f 1 , 1 - d i c h I o r o p r o p e n e
T h e r e s u l t s o f t h e Sa lm o n e l l a p l a t e - i n c o r p o r a t i o n a s s a y w e r e l a r g e l y n e g a t i v e , b u t t h e y
s u g g e s t a r o l e f o r g l u t a t h i o n e - 5
'
- t r a n s f e r a s e t h e t a (G S T T l - 1 ) i n t h e a c t i v a t i o n o f 1 , 1 - D C P e . 2 , 2 -
D C P d i d n o t p r o du c e a p o s i t i v e r e s p o n s e i n a n y o f t h e s t r a i n s t e s t e d , w h e r e a s 1 , 3 - D C P w a s
w e a k l y p o s i t i v e i n T A 15 3 5 a n d G S T T l . 1 , 1 - D C P e , h o w e v e r , d i d r e v e r t S a lm o n e l l a s t r a i n s
R S J I OO a n d G S T T l . T h e s e s t r a i n s a l l c o n t a i n t h e C C / G G t a r g e t a l l e l e , h i s G 4 6 . St r a i n s
c o n t a i n i n g t h i s a l l e l e a r e r e v e r t e d p r i m a r i l y b y a s i n g l e - b a s e s u b s t i t u t i o n a t o n e o f t h e G C s i t e s
T h u s , t h e p o s i t i v e r e s u l t s s e e n i n t h e s e s t r a i n s s u g g e s t t h a t 1 , 1 - D C P e i s a p o i n t m u t a g e n r e q u i r i n g
a c t i v a t i o n b y G 5 7T 7 - i
T h e t w o s t r a i n s r e v e r t e d b y 1 , 1 - D C P e , R S J I OO a n d G ST T l , d i f f e r i n t h a t t h e y c o n t a i n t h e
r a t o r t h e h u m a n f o r m o f t h e G ST - t h e t a g e n e , r e s p e c t i v e l y . A l t h o u g h t h i s s u g ge s t s t h a t 1 , 1 - D C P e
r e q u i r e s a c t i v a t i o n b y G S T - T l t o a p o i n t m u t a g e n , t h e p o t e n c y v a l u e s b e t w e e n t h e G S T T l s t r a i n ,
c o n t a i n i n g t h e h u m a n g e n e , a n d R S J I OO , t h e s t r a i n c o n t a i n i n g t h e r a t G S T g e n e , d i f f e r e d
m a r k e d l y . I n G ST T l t h e p o t e n c y v a l u e w a s 8 1 r e v e r t a n t s / m g , w h e r e a s i n R S J I OO t h e p o t e n c y
w a s 1 , 0 4 7 r e v e r t a n t s / m g . T h e s e r e s u l t s m a y r e f l e c t e i t h e r i n t e r s p e c i e s v a r i a b i l i t y i n t h e
s p e c i f i c i t y o f t h e G ST e n z y m e , w h e r e t h e r a t e n z ym e i s a m o r e e f f i c i e n t a c t i v a t o r o f 1 , 1 - D C P e
t h a n t h e h u m a n e n z y m e ; a d i f f e r e n c e i n t h e e x p e r i m e n t a l s y s t e m ; o r s o m e c o m b i n a t i o n o f t h e s e .
T h e t h e t a c l a s s o f G S T s a r e e v o l u t i o n a r i l y c o n s e r v e d f r o m b a c t e r i a t o m a m m a l s , a n d t h e
s e q u e n c e s o f t h e m a m m a l i a n i s o f o r m s ar e s im i l a r . Sp e c i f i c a l l y , t h e r a t a n d m u r i n e G S T T l - 1
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h a v e - 8 2 % s e q u e n c e h o m o l o g y w i t h t h e h u m a n G S T T l - 1 (1 7 , 5 3 ) D e s p i t e t h e s i m i l a ri t y
b e t w e e n t h e r a t a n d h u m a n f o r m s o f
'
t h e t a
,
'
s e v e r a l s t u d i e s s h o w t h a t t h e r e a r e di f f e r e n c e s i n t h e
a c t i v i t y o f t h e s e p r o t e i n s (5 1 ) . I n g l u t a t h i o n e - h a l o e t h a n e c o n j u g a t i o n r e a c t i o n s , t h e r e a c t i o n r a t e
f o r t h e r a t e n z y m e w i t h i t s s u b s t r a t e w a s a p p r o x i m a t e l y 6 - f o l d h i g h e r t h a n t h a t o f t h e h u m a n
e n z y m e ( 5 1 ) G u e n g e ri c h
'
s gr o u p a l s o s h o w e d a t r e n d o f i n c r e a s e d e f f i c i e n c y o f t h e r a t e n z y m e
c o m p a r e d t o t h e h o m o l o g o u s h u m a n e n z y m e i n c o n v e rt i n g d i h a l o m e t h a n e s t o f o i m a l d e h y d e (5 1 ) .
F u rt h e r m o r e
,
t h i s s t u d y t e s t e d e x p r e s s i o n o f t h e b a c t e r i a l , r a t , a n d h u m a n G S T i n t h e Sa lm o n e l l a
t e s t e r s t r a i n c o n t a i n i n g e a c h g e n e d u ri n g t h e m e t a b o l i s m o f h a l o a l k a n e s T h e e x p r e s s i o n o f t h e
h u m a n g e n e (G ST T l - 1 ) w a s i n t h e 10
" ' m o l a r r a n g e , w h e r e a s t h e e x p r e s s i o n o f b a c t e r i a l D M 1 1
a n d r a t G S T 5 - 5 w e r e i n t h e 1 0
" ^
a n d 10
" ^
t o 1 0
' ^
r a n g e s , r e s p e c t i v e l y (5 1 ) . T h e c o m b i n a t i o n o f
i n c r e a s e d e f f i c i e n c y o f t h e r a t e n z y m e , a n d a d i f f e r e n c e i n t h e m a g n i t u d e o f e x p r e s s i o n b e t w e e n
t h e s t r a i n s c o u l d e x p l a i n t h e d i f f e r e n c e i n p o t e n c y s e e n h e r e . F u rt h e r e x p e ri m e n t s a i
'
e n e c e s s a r y
t o c o n f i r m t h a t e x p r e s s i o n l e v e l a n d r e a c t i o n r a t e a c c o u n t f o r t h e p o t e n c y d i f f e r e n c e s e e n h e r e ,
r a t h e r t h a n a n i n t ri n s i c d i f f e r e n c e i n t h e c a p a b i l i t y o f t h e s e e n z ym e s t o m e t a b o l i z e 1 , 1 - D C P e
1
,
3 - D C P i s w e a k l y p o s i t i v e i n T A 15 3 5 a n d G ST T l T h e s e r e s u l t s s u g g e s t t h a t G S T i s
n o t r e q u i r e d f o r a c t i v a t i o n o f 1 , 3 - D C P t o a m u t a g e n . H o w e v e r , t h e p o s i t i v e r e s p o n s e s e e n m a y
b e a n a rt i f a c t d u e t o t h e l o w s p o n t a n e o u s m u t a n t y i e l d o f T A 15 3 5 t h a t c o u l d m a k e a s l i gh t
i n c r e a s e i n r e v e rt a n t y i e l d a p p e a r s i g n i f i c a n t b u t m a y b e o n l y v a r i a t i o n i n t h e a s s a y . M a n y
a d d i t i o n a l e x p e ri m e n t s w o u l d b e r e q u i r e d t o d e t e r m i n e t h e s i g n i f i c a n c e o f t h e s m a l l i n c r e a s e
i n d u c e d i n T A 15 3 5 b y 1 , 3 - D C P .
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G ST - T l m e t a b o l i s m o f sm a l l c h l o r i n a t e d o r g a n i c c o m p o u n d s
M a m m a l i a n G S T - t h e t a r e t a i n s a d e h a l o g e n a t i n g a c t i v i t y f r o m a n c e s t r a l o r i g i n s T h e
b a c t e ri a l a n c e s t o r o f t h e t h e t a c l a s s o f g l u t a t h i o n e e n z y m e s i n h i g h e r o r g a n i s m s i s k n o w n a s
d i c h l o r o m e t h a n e d e h a l o g e n a s e T h i s e n z y m e i s f o u n d i n m e t h y l o t r o p h i c b a c t e r i a (D M 1 1) t h a t
u s e c h l o r o m e t h a n e a n d d i c h l o r o m e t h a n e a s t h e i r e n e r g y s o u r c e s (1 7 ) T h e r e f o r e , i n a d di t i o n t o
t h e b e t t e r k n o w n r o l e o f g l u t a t h i o n e f o r c o n j u g a t i o n w i t h e p o x i d e s , G S T - t h e t a i s t h o u g h t t o r e t a i n
s o m e o f t h e a n c e s t r a l c a p a b i l i t y t o a c t i v a t e m a n y h a l o g e n a t e d c o m p o u n d s ( 17 , 5 1 , 5 2 )
T h e a c t i v a t i o n o f 1 , 1 - D CP e b y G S T - t h e t a s e e n h e r e i s c o n s i s t e n t w i t h p r i o r s t u d i e s t h a t
s h o w t h a t t h i s e n z y m e p l a y s a r o l e i n t h e b i o a c t i v a t i o n o f s m a l l c h l o ri n a t e d a l k a n e s a n d a l k e n e s
A m e c h a n i s m f o r t h e d e h a l o g e n a t i o n o f d i h a l o m e t h a n e a n d c o n c u r r e n t f o r m a t i o n o f
f o r m a l d e h y d e h a s b e e n d e s c ri b e d b y Wh e e l e r e t a l . (5 1 ) a n d i s s h o w n i n F i g u r e 6 I n t h i s
p a t h w a y , t h e h a l o a l k a n e r e a c t s w i t h G SH i n a s t e p c a t a l y z e d b y G S T N e x t , t h e 5 - h a l o a l k y l G SH
r e a c t s w i t h w a t e r t o g i v e t h e h y dr o x y - f o r m o f t h e i n t e r m e d i a t e , w h i c h s p o n t a n o u s l y b r e a k s d o w n
t o G S H a n d f o r m a l d e h y d e w i t h w h i c h i t r e m a i n s i n e q u i l i b ri u m . I t h a s b e e n p r o p o s e d t h a t
f o r m a l d e h y d e i s p a r t i a l l y r e s p o n s i b l e f o r t h e c a r c i n o g e n i c i t y o f s m a l l h a l o g e n a t e d o r g a n i c
c o m p o u n d s t h r o u g h i t s a b i l i t y t o f o r m D N A - p r o t e i n c r o s s - l i n k s (2 ) .
T h e m u t a g e n i c i t y o f 1 , 2 - d i h a l o e t h a n e s h a s b e e n s h o w n t o r e q u i r e g l u t a t h i o n e .
F u r t h e r m o r e , G u e n g e ri c h
'
s w o r k s h o w e d t h a t t h e i n v i t r o c o n j u g a t i o n r a t e f o r G ST w i t h
h a l o a l k a n e s c o r r e l a t e s d i r e c t l y w i t h t h e p o t e n c y o f e a c h c o m p o u n d , s u g g e s t i n g t h a t G S T
c o n j u g a t i o n i s t h e r a t e - l im i t i n g s t e p i n t he m u t a ge n e s i s o f t h i s c l a s s o f c o m p o u n d s (54 ) . T h e
m u t a g e n i c i t y o f l , 2 - d i b r o m o - 3 - c h l o r o pr o p a n e a n d t ri s (2 , 3 - d i b r o m o p r o p y l )p h o s p h a t e w a s
e n h a n c e d b y t h e p r e s e n c e o f h u m a n G ST g e n e s e x p r e s s e d i n S a l m o n e l l a (3 5 , 4 2 ) . A l a t e r s t u d y
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s h o w e d t h a t a c t i v a t i o n o f t h e s e c o m p o u n d s b y G S T l e d s p e c i f i c a l l y t o t h e p r o d u c t i o n o f G C - >
A T t r a n s i t i o n s a t t h e s e c o n d p o s i t i o n o f t h e C C / G G h i s G 4 6 t a r g e t I n t h e a b s e n c e o f G S T , o n l y
1 5 % o f t h e r e v e r t a n t s c o n t a i n e d t h i s m u t a t i o n c o m p a r e d t o n e a r l y 1 0 0 % o f t h e m u t a n t s p r o d u c e d
i n t h e p r e s e n c e o f G ST (7 ) .
S t r u c t u r a l C o n s i d e r a t i o n s i n m e c l i a n i s n i o f t o x i c i t y
O u r r e s u l t s f r o m t h e p r o p h a g e
- i n d u c t i o n a s s a y i n d i c a t e t h a t 1 , 1 - D C P e i s t h e m o s t
g e n o t o x i c o f t h e C C L c o m p o u n d s w e t e s t e d . T h e p o t e n c y o f 1 , 1 - D C P e i n t h e p r o p h a g e -
i n d u c t i o n a s s a y i s q u i t e l o w , o n l y
- 3 0 P F U /m M , a v a l u e t h a t i s u n a f f e c t e d b y t h e p r e s e n c e o f S 9
T h e p o t e n c i e s o f 2 , 2
- D C P a n d 1 , 3 - D C P a r e f a r w e a k e r t h a n t h a t o f 1 , 1 - D C P e - j u s t 1 . 3 P F U / m M
a n d 1 . 2 P F U / mM
,
r e s p e c t i v e l y . T h e s e g e n o t o x i c i t y p o t e n c i e s a r e e x t r e m e l y l o w w h e n c o m p a r e d
t o o t h e r c o m p o u n d s (T a b l e 8 ) T h i s w e a k g e n o t o x i c i t y a n d t h e w e a k t o n o n e x i s t e n t m u t a g e n i c i t y
o f t h e l a t t e r 2 c o m p o u n d s i n S a lm o n e l l a a r e p r e d i c t e d f r o m p r i o r s t u d i e s o f s t r u c t u r e - a c t i v i t y
r e l a t i o n s h i p s T h e s t r u c t u r a l c o n s i d e r a t i o n s i n c l u d e t h e a b i l i t y t o b e e n z y m a t i c a l l y a c t i v a t e d t o a
m o r e p o t e n t c o m p o u n d , a s i s h y p o t h e s i z e d t o b e t h e c a s e f o r 1 , 1 - D C P e , a n d t h e p o s i t i o n i n g o f
t h e c h o r i n e s o n t h e c a r b o n b a c k b o n e
B o t h o x y g e n a t i o n (4 ) a n d h y d r o l y t i c d e h a l o g e n a t i o n (5 1 , 5 2 ) h a v e b e e n p r o p o s e d a s
m e c h a n i s m s f o r t h e g e n o t o x i c i t y o f s m a l l h a l o g e n a t e d a l k a n e s / a l k e n e s . A l t h o u g h t h e m e t a b o l i c
s t u d i e s t h a t w o u l d g i v e i n s i g h t t o t h e e x a c t b i o a c t i v a t i o n p a t h w a y t h a t o c c u r s h a v e n o t b e e n d o n e ,
p r o p o s e d o x y g e n a t i o n a n d g l u t a t h i o n e
- m e d i a t e d p a t h w a y s a r e s h o w n i n F i g u r e 6 T h e
d e h a l o g e n a t i o n p a t h w a y h a s b e e n h y p o t h e s i z e d t o a c t i v a t e m o n o - a n d d i h a l o m e t h a n e s (5 2 ) a n d i n
t h e a c ti v a t i o n o f m o n o - a n d v i c i n a l - d i h a l o e t h a n e s (50 ) T h e d e h a l o g e n a t i o n m e c h a n i s m s
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o u t l i n e d i n F i g u r e 6 h a v e b e e n p r o p o s e d t o e x p l a i n t h e t o x i c i t y o f o t h e r s m a l l c h l o r i n a t e d o r g a n i c
c o m p o u n d s . T h e s e m e c h a n i s m s w e r e h e l p f u l i n d e v e l o p i n g a p r o p o s e d r e a c t i o n m e c h a n i s m f o r
t h e g l u t a t h i o n e
- m e d i a t e d a c t i v a t i o n o f 1 , 1 - D C P e (F i g u r e 7 ) .
M a n y e x p e r i m e n t s h a v e b e e n d o n e t o a s s e s s t h e s t r u c t u r e - a c t i v i t y r e l a t i o n s h i p o f
c h l o r i n a t e d o r g a n i c c o m p o u n d s i n v i t r o (3 , 4 , 1 1 , 1 2 , 3 6 , 4 8 ) a n d g i v e i n s i g h t i n t o t h e m e c h a n i s m o f
g e n o t o x i c i t y f o r t h e c o m p o u n d s t e s t e d i n t h i s s t u d y A 199 4 s t u d y r e p o r t e d o n t h e s t r u c t u r e -
a c t i v i t y r e l a t i o n s h i p s o f 1 3 m o n o - , d i - , t r i - , o r t e t r a - c h l o r i n a t e d a l k a n e s (1 1 ) E a c h c o m p o u n d
F i gu r e 6
P r o p o s e d m e c h a n i s m s f o r t h e t o x i c i t y o f h a l o a l k a n e s / a l k e n e s
O x y g e n a t i o n
' ' H y d r o l y t i c D e h a l o g e n a t i o n ' ' * '
(i ) C - O x y g e n a t i o n
C H
,
- C H , - C H ,
I I
C I C I
0
I I
C H , - C - C H , C I
I
C I
O H
| 0 1 I
> C H
j
- C H - C H
,
C I
- H C l
C H , - C H
- C H
,
I \ /
C I o
( i i i ) C o n j u g a t i o n w i t h G SH - h a l o m e t h a n e s
''
G S H . C H j X j G S - C H j X G S - C H ; O H
( i i ) C I - O x y g e n a t i o n
l O i /
HC H . C I — f> - R C H . C I
( i v ) C o n j u g a t i o n w i t h G S H - h a l o e t h a n e s
' '
T r o m D e a n e t a l 1 9 8 4 (4 ) ;
' '
F r o m Wh e e l e r e t a l . 2 0 0 1b (52 ) ;T r o m W h e e l e r e t a l 2 0 0 1 a (5 1 ) .
w a s t e s t e d i n a s e r i e s o f t o x i c i t y t e s t s i n a q u a t i c s p e c i e s f r o m t h e d i f f e r e n t t r o p h i c l e v e l s . H i g h e r
t o x i c i t y c o r r e l a t e d w i t h a n i n c r e a s e d n u m b e r o f h a l o g e n a t o m s . M o r e i m p o r t a n t l y , w h e n t h e s e
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a t o m s w e r e p o s i t i o n e d o n t h e s a m e c a r b o n , a h i gh e r t o x i c i t y w a s o b s e r v e d . O u t o f t h e 1 3
c o m p o u n d s t e s t e d , 2 , 2 - D C P w a s t h e s e c o n d m o s t t o x i c . 1 , 1
- d i c h l o r o p r o p a n e (n o t a C C L
c o m p o u n d ) r a n k e d S
" "
f o r o v e r a l l t o x i c i t y , a n d 1 , 3
- D C P w a s 8
*
F i n a l l y , c h l o r i n a t e d a l k e n e s a r e
e x p e c t e d t o h a v e m o r e di r e c t m u t a g e n i c i t y t h a n t h e i r a l k a n e c o u n t e r p a r t s (4 ) . T h i s i s b e c a u s e t h e
c a r b o n - c h l o r i n e b o n d h a s i n c r e a s e d r e a c t i v i t y d u e t o t h e p r e s e n c e o f t h e u n s a t u r a t e d b o n d .
C h l o r i n a t e d 3 - c a r b o n c h e m i c a l s w e r e t e s t e d f o r g e n o t o x i c i t y i n t h e s i s t e r c h r o m a t i d
e x c h a n g e (S C E ) t e s t i n V 7 9 c e l l s (4 8) N e a r l y a l l o f t h e c o m p o u n d s w e r e S CE i n du c e r s i n t h e
a b s e n c e o f S9 m i x 1 , 3 - D C P w a s t h e w e a k e s t S CE i n d u c e r o f t h e 1 2 c o m p o u n d s t e s t e d b u t w a s
w e a k l y p o s i t i v e i n t h e p r e s e n c e a n d a b s e n c e o f S9 . 1 , 3
- D C P e , o n t h e o t h e r h a n d , w a s n o t
g e n o t o x i c i n t h e p r e s e n c e o f S 9 b u t w a s t h e t h i r d m o s t g e n o t o x i c c o m p o u n d t e s t e d i n t h e a b s e n c e
o f S9 O v e r a l l , t h e r e s u l t s s u g g e s t t h a t c h l o r i n a t e d h a l o a l k a n e s a n d h a l o a l k e n e s a r e g e n o t o x i c i n
V 7 9 c e l l s i n v i t r o a n d t h a t t h e u n s a t u r a t e d c o m p o u n d s a r e m o r e g e n o t o x i c t h a n t h e i r s a t u r a t e d
c o u n t e r p a r t s (4 8 ) F u r t h e r m o r e , t h e s e c h e m i c a l s a r e di r e c t a c t i n g ; t h e y d o n o t r e q u i r e S 9 t o r e a c t
w i t h D N A
E p o x i d a t i o n o f 1 , 3 - D C P e h a s b e e n p r o p o s e d a s a m e c h a n i s m f o r i t s b i o a c t i v a t i o n t o a
r e a c t i v e i n t e r m e d i a t e U s i n g G C / M S , S c h n e i d e r e t a l . (3 4 ) s h o w e d t h a t b o t h t h e c i s - a n d t r a n s -
1
,
3 - D CP - e p o x i d e s a r e f o r m e d i n m o u s e s y s t e m s i n v i t r o a s w e l l a s i n v i v o T h e y p r o p o s e d t h a t
t h e s e e p o x i d e s , a l o n g w i t h 3 - c h l o r o - 2 - h y d r o x y p r o p a n a l , a d e g r a d a t i o n p r o d u c t f o r m e d a t
p h y s i o l o g i c pH , a r e t h e m e t a b o l i t e s r e s p o n s i b l e f o r t h e g e n o t o x i c i t y o f 1 , 3 - D C P e A l t h o u g h t e s t s
f o r t h e m u t a g e n i c i t y o f 1 , 3 - D C P e w e r e n o t c o m p l e t e d i n t h i s s t u d y , i t d o e s n o t a p p e a r f r o m t h e
r e s u l t s r e p o r t e d h e r e t h a t 1 , 1 - D CP e i s a c t i v a t e d v i a a n e p o x i d a t i o n p a t h w a y
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O u r r e s u l t s s h o w t h a t t h e u n s a t u r a t e d 1 , 1 - D C P e i s m o r e g e n o t o x i c t h a n i t s t w o s a t u r a t e d
c o n g e n e r s t e s t e d h e r e 1 , 1 - D C P e i s m o r e p o t e n t t h a n t h e o t h e r s i n t h e p r o p h a g e - i n d u c t i o n a s s a y ,
a n d i t w a s m u t a g e n i c i n t h e Sa lm o n e l l a s t r a i n s R SJ I OO a n d G ST T l . T h e s e r e s u l t s s e e m
c o n s i s t e n t w i t h r e s u l t s o f o t h e r c o m p a r a t i v e t o x i c o l o g y s t u d i e s . A l t h o u g h i t d o e s n o t a p p e a r t h a t
e p o x i d e f o r m a t i o n i s r e s p o n s i b l e f o r t h e t o x i c i t y o f 1 , 1 - D C P e o b s e r v e d h e r e , t h e d o u b l e b o n d
d o e s p r o v i d e a r o u t e f o r d e h a l o g e n a t i o n a n d r e a r r a n g e m e n t t o f o r m a r e a c t i v e e p i s u l f o n i u m i o n
t h a t c o u l d b e r e s p o n s i b l e f o r i t s m u t a g e n i c i t y (F i g 7 ) T h u s , t h e m u t a g e n i c i t y o f t h e s e
c o m p o u n d s i s c o n s i s t e n t w i t h t h e f o r m a t i o n o f a n e p i s u l f o n i u m i o n t h a t i s r e a c t i v e w i t h D N A a s
w e l l a s o t h e r c e l l u l a r n u c l e o p h i l e s a n d t h a t c o u l d l e a d t o b a s e - p a i r s u b s t i t u t i o n m u t a t i o n s . T h i s
w o u l d e x p l a i n t h e r e v e r s i o n o f S a l m o n e l l a s t r a i n s R SJ I OO a n d G S T T l b y 1 , 1 - D C P e .
F i g u r e 7 .
P r o p o s e d m e c h a n i s m f o r a c t i v a t i o n o f 1 , 1- d i c l i l o r o p r o p e n e b y G S T - t l i e t a
H
3
C
F i n a l l y , t h e s t r u c t u r e s a n d t h e l i t e r a t u r e p r e d i c t t h a t 1 , 1 - D C P e w o u l d b e m o r e g e n o t o x i c
t h a n e i t h e r o f t h e s a t u r a t e d c o m p o u n d s t e s t e d h e r e d u e t o t h e d o u b l e b o n d a n d t h e p r e s e n c e o f
t w o c h l o r i n e s o n t h e s a m e c a r b o n a t o m . I n a d d i t i o n , s t r u c t u r e p r e d i c t s t h a t 2 , 2 - D C P w o u l d b e
m o r e g e n o t o x i c t h a n 1 , 3 - D C P b e c a u s e b o t h c h l o r i n e s a r e o n t h e s a m e c a r b o n a t o m T h i s i s
4 8
p r e c i s e l y t h e t r e n d s e e n i n t h e p r o p h a g e - i n d u c t i o n a s s a y f r o m m o s t - p o t e n t t o l e a s t - p o t e n t : 1 , 1 -
D C P e + S 9 > 1 , 1 - D C P e - S 9 > 2 , 2 - D C P - S 9 > 1 , 3 - D C P - S 9 .
D i r e c t g e n o t o x i c i t y i n d u c e s p r o p h a g e
T h e o v e r a l l w e a k r e s u l t s i n t h e p r o p h a g e
- i n d u c t i o n a s s a y c o m b i n e d w i t h w e a k
m u t a g e n i c i t y p r o d u c e d b y t h e c o m p o u n d s i n t h e S a lm o n e l l a s t r a i n s t e s t e d h e r e s u g g e s t t h a t 1 , 1 -
D C P e
,
1
,
3 - D C P
,
a n d 2
,
2 - D C P a r e w e a k d i r e c t - a c t i n g g e n o t o x i n s T h a t i s , t h e s e c o m p o u n d s a r e
c a p a b l e o f c a u s i n g D N A d a m a g e t h a t h a s a l i m i t e d a b i l i t y t o i n d u c e p r o p h a g e a n d t o i n d u c e a
l o w l e v e l o f p o i n t m u t a t i o n s T h e e x c e p t i o n , a s h a s a l r e a d y b e e n d i s c u s s e d , i s 1 , 1 - D C P e T h e
r e s u l t s c l e a r l y i n d i c a t e t h a t t h i s c o m p o u n d c a n b e a c t i v a t e d t o a p o i n t - m u t a g e n b y t h e t h e t a c l a s s
o f g l u t a t i o n e - 5 - t r a n s f e r a s e e n z ym e s .
O v e r a l l t h e s e c h e m i c a l s a r e
,
a t b e s t
,
w e a k l y g e n o t o x i c . T a b l e 8 s h o w s t h e p o t e n c i e s f o r
1
,
1 - D C P e
,
1
,
3 - D CP
,
a n d 2
,
2 - D C P r e l a t i v e t o o t h e r c o m p o u n d s t h a t h a v e b e e n t e s t e d i n t h e
p r o p h a g e - i n d u c t i o n a s s a y T h e p o t e n c y o f 1 , 1 - D C P e w a s a p p r o x i m a t e l y 2 0 - 3 5 P F U / m M a n d
w a s n o t i n f l u e n c e d b y t h e p r e s e n c e o f S 9 . T h i s p o t e n c y p l a c e s 1 , 1 - D C P e i n t h e l o w e s t q u a r t i l e
o f g e n o t o x i c i t y b a s e d o n p o t e n c y i n t he a s s a y , i t s p o t e n c y i s 10 0 , 0 0 0 t i m e s l o w e r t h a n t h e m o s t
p o t e n t c o m p o u n d t e s t e d L i k e 1 , 1 - D C P e , 1 , 3 - D C P a n d 2 , 2 - D C P a r e d i r e c t a c t i n g a n d h a v e
p o t e n c y v a l u e s t h a t a r e b a r e l y p o s i t i v e . 1 , 3 - D C P a n d 2 , 2 - D C P e x h i b i t t w o o f t h e l o w e s t
p o t e n c i e s i n t h e a b s e n c e o f S 9 , a t 1 2 a n d 1 3 P F U / m M , r e s p e c d v e l y . T h u s , r e l a d v e t o o t h e r
c h e m i c a l s t h a t a r e g e n o t o x i c i n t h e p r o p h a g e - i n d u c t i o n a s s a y , t h e s e 3 c h e m i c a l s a r e c l a s s i f i e d a s
w e a k l y p o s i t i v e
4 9
T a b l e 8
C o m p a r i s o n o f p o t e n c y v a l u e s f o r p r o p h a g e - i n d u c i n g c o m p o u n d s
R a n k C o m p o u n d P o t e n c y + S 9 P o t e n c y
^
- S 9 R e f e r e n c e
1 2 - A A 5 7 5 , 9 0 0
2 O x o l i n i c A c i d 5 6 0 , 0 5 0
3 N a l i d i x i c A c i d 2 2 6
,
0 5 0
4 A d v i a m y c i n 2 2 0 , 0 5 0
5 E l l i p t i c i n e 6 4 , 5 4 0
6 2
,
3
,
4 - T ri c h l o r o p h e n o l 4 3 , 3 1 0
7 C a p t a n 3 5 , 9 5 0
8 3 , 4 , 5 - t ri c h l o r o p h e n o l 2 8 , 9 5 5
9 H y d r o g e n P e r o x i d e 2 6 , 1 9 5
10 2 , 3 , 4 , 5- 1 8 , 5 2 0
t e t r a c h l o r o p h e n o l
1 1 2
,
4
,
5 - T r i c h l o r o p h e n o l 16 , 1 0 0
12 L a s i o c a r p i n e 1 2 , 1 8 4
13 P a r a q u a t 9 , 3 3 2
14 p e n t a c h l o r o p h e n o l 3 , 3 6 5
1 5 2
,
4
,
6 - t r i c h l o r o p h e n o l 2 , 69 0
16 2 , 3 , 6 - t r i c h l o r o p h e n o l 1 , 3 5 8
17 c h l o r o t h a l o n i l e 1
,
3 0 4
^
19 3 , 5 - d i c h l o r o p h e n o l 8 82 . 2
2 0 3 - c h l o r o m e t h y l p y r i d i n e 2 5 2 . 4
2 1 N a N j 2 5 0 . 9
2 2 4 - c h l o r o - o - 2 0 4 8
p h e n y l e n e di a m i n e
N T
6 3 2 , 1 5 0
6 4
,
6 50
10
,
9 2 2
3
,
7 8 9
2 0 , 8 4 0
15
19
19
19
19
6
15
6
19
6
6
5
19
6
6
6
5
6
5
19
5
2 3 m - A M SO 8 1 . 1 19
5 0
2 4 D i c h l o r v o s * 6 2 . 1 6 5 . 6 1 5
d
2 5 2 - c h l o r o m e t h y l p y ri d i n e 5 7 . 6 8 5
2 6 T a x o ph e n e 4 3 6 16 9 1 1 5
2 7 1 , 1 - d i c h l o r o p r o p e n e 3 5 . 5 2 0 . 3 t h i s s t u d y
2 8 L i n d a n e 1 0 . 1 +
"
1 5
2 9 P e n t a c h l o r o e t h a n e 8 . 5 7 - 5
3 0 di c h l o r o a c e t i c a c i d 6 . 9 - 8
3 1 H e p t a c l i l o r 5 . 0 6 50 5
' 5
3 2 N i t r o p h e n 3 . 5 6 - 15
3 3 1 , 1 , 2 , 2 - 2 . 7 9 - 5
t e t r a c h l o r o e t h a n e
3 4 C h l o r d a n e 2 . 5 2 4 . 5 3 15
3 5 1 , 1 , 2 - t r i c h l o r o e t h a n e 1 . 0 0 . 80 5
3 6 D M S O 0 . 7 6 0 . 4 4 / 2 3 r 7
d
3 7 1 , 2 - d i c h l o r o e t h a n e 0 . 3 6 3 5
3 8 c h l o r o b e n z i l a t e - 7 , 1 5 1
' 5
3 9 2 - N F N T 2 4 0 . 5 15
4 0 2 - c h l o r o e t h a n o l - 1 0 4 8 5
4 1 2 , 2 - d i c h l o r o p r o p a n e - 1 . 3 t h i s s t u d y
4 2 1 , 3 - d i c h l o r o p r o p a n e - 1 . 2 t h i s s t u d y
^ P o t e n c y w a s d e t e r m i n e d b y l i n e a r r e g r e s s i o n o f t h e l i n e a r p a r t o f t h e d o s e - r e s p o n s e c u r v e a n d
i s g i v e n i n u n i t s o f P F U /m M ;
' ' N o n - l i n e a r d o s e - r e s p o n s e ; + s t a n d s f o r p o s i t i v e r e s u l t , - f o r a
n e g a t i v e r e s u l t ;
' ^
T w o s e p a r a t e e x p e r i m e n t s g a v e p o t e n c y v a l u e s o f 0 . 4 4 a n d 2 3 1 P F U /m M ;
' ^
I n c o n c l u s i v e d a t a - f o r t w o e x p e r i m e n t s , o n e g a v e a p o s i t i v e r e s u l t , t h e o t h e r a n e g a t i v e r e s u l t ;
' ^ R e g r e s s i o n a n a l y s i s w a s n o t p o s s i b l e w i t h t h e d a t a a v a i l a b l e
'
B a s e d o n o n e e x p e r i m e n t ;
s e c o n d e x p e r i m e n t g a v e a 3 - f o l d o r g r e a t e r r e s p o n s e a t o n e o r m o r e d o s e s , b u t t h e r e w a s n o
d o s e - r e s p o n s e f o r r e g r e s s i o n a n a l y s i s
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I m p l i c a t i o n s f o r R i s k A s s e s sm e n t : F u t u r e w o r k
P r e l im i n a r y d a t a f r o m h u m a n l y m p h o b l a s t o i d c e l l s s u g g e s t t h a t 1 , 1 - D C P e a n d 1, 3 - D C P e
a r e n o t v e r y c y t o t o x i c , n o r d o t h e y p r o d u c e D N A d a m a g e t h a t i s m e a s u r a b l e b y t h e c o m e t a s s a y
T h e g o o d v i a b i l i t y o f c e l l s t r e a t e d w i t h t h e s e c h e m i c a l s c o m b i n e d w i t h t h e o b s e r v a t i o n t h a t t h e
c h e m i c a l s d o i n d u c e s o m e n u c l e a r d am a g e i n t h e c o m e t a s s a y t h a t i s v i s i b l e a s a l a r g e c l o u d ,
r a t h e r t h a n a c o m e t
,
s u g g e s t s t h a t t h e s e c h e m i c a l s m a y i n d u c e a p o p t o s i s
T h e r o l e o f G S T - t h e t a i n t h e a c t i v a t i o n o f h a l o g e n a t e d c o m p o u n d s b y d e h a l o ge n a t i o n h a s
i m p h c a t i o n s f o r h u m a n h e a l t h r i s k a s s e s s m e n t P o l y m o r p h i s m s i n G S T T l
- 1 h a v e b e e n
im p l i c a t e d i n i n d i v i d u a l s u s c e p t i b i l i t y t o D N A d a m a g e r e s u l t i n g f r o m e x p o s u r e t o c h e m i c a l s .
F o r e x a m p l e , c e l l s t h a t a r e G 5 7T i - i - n u l l a r e u n a b l e t o c o n j u g a t e t h e r e a c t i v e m e t a b o l i t e s o f 1 , 3 -
b u t a d i e n e a n d
,
t h u s , a r e s u bj e c t t o t h e g e n o t o x i c i t y o f t h i s c h e m i c a l . T h i s s u g g e s t s t h a t G S T -
n u l l i n d i v i d u a l s w o u l d b e e s p e c i a l l y s e n s i t i v e t o t h e g e n o t o x i c e f f e c t s o f 1 , 3 - b u t a d i e n e .
H o w e v e r , i n t h e c a s e o f G S T - a c t i v a t i o n o f h a l o g e n a t e d o r g a n i c s , t h e G S T - n u l l p h e n o t y p e
w o u l d b e p r o t e c t i v e . T h o s e i n d i v i d u a l s w h o p o s s e s s a G S T T l - 1 p o s i t i v e p h e n o t y p e a r e
p o t e n t i a l l y a t r i s k f o r c a n c e r r e l a t e d t o e x p o s u r e t o h a l o a n k a n e s / a l k e n e s b e c a u s e t h e y w o u l d b e
a b l e t o g e n e r a t e t h e G S H - c o n j u g a t e d i n t e r m e d i a t e t h a t l e a d s t o t h e g e n e r a t i o n o f t h e r e a c t i v e
m e t a b o l i t e s ( 1 7 ) . T h e r e i s c u r r e n t l y n o e v i d e n c e t o s u p p o r t t h i s h y p o t h e s i s ; h o w e v e r , t h e d a t a
f r o m t h e c o m e t a s s a y s h o u l d h e l p c l a r i f y t h e m e c h a n i s m o f t o x i c i t y s e e n i n S a l m o n e l l a a n d
E . c o l i
T h u s , i t i s i m p o r t a n t f r o m a h u m a n h e a l t h a n d r i s k - a s s e s s m e n t s t a n d p o i n t t o c o n t i n u e
t e s t i n g t h e s e c h e m i c a l s f o r g e n o t o x i c i t y s o a d e t e rm i n a t i o n a b o u t t h e i r m e c h a n i s m c a n b e m a d e .
C o m p l e t i o n o f t e s t s f o r i n d u c t i o n o f a p o p t o s i s s h o u l d r e v e a l t h e r e l a t i v e a b i l i t i e s o f t h e s e
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c h e m i c a l s t o i n d u c e n u c l e a r d a m a g e i n m a m m a l i a n c e l l s t h r o u g h m i t o g e n i c s i g n a l s . G e n o m i c
s t u d i e s w o u l d a l l o w f o r a b r o a d l o o k a t t h e c e l l u l a r r e s p o n s e t o D C P e x p o s u r e . I n a d d i t i o n t o
t h e s e s t u d i e s g i v i n g i n s i g h t t o t h e m e c h a n i s m o f t o x i c i t y , t h e y w i l l a l s o a l l o w f o r a d e t e r m i n a t i o n
o f t he a p p r o p r i a t e i n v i v o a s s a y s t o p e r f o r m ( i . e , a 6 - m o n t h t r a n s g e n i c r o d e n t b i o a s s a y o r a 2 -
y e a r c a r c i n o ge n i c i t y s t u d y ) . U l t im a t e l y , t h e s e s t u d i e s s h o u l d p r o v i de g u i d a n c e f o r r e g u l a t o r y
d e c i s i o n s t o b e m a d e .
I n a d d i t i o n t o t h e c o m p l e t i o n o f h a z a r d c h a r a c t e r i z a t i o n , i t i s n e c e s s a r y t o l e a r n a b i t m o r e
a b o u t t h e s e D C P s i n o r d e r t o a d e q u a t e l y p r o t e c t p u b l i c h e a l t h A l t h o u g h t h e o c c u r r e n c e f o r
t h e s e c h e m i c a l s i n t h e s o u r c e w a t e r s i s k n o w n , t h e r e a r e n o d a t a f o r t h e i r p r e s e n c e i n t h e f i n i s h e d
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